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Resumo 
 
As lesões de nervo periférico são normalmente provocadas por eventos 
traumáticos acidentais ou iatrogénicos, sendo que as lesões traumáticas de 
nervo periférico são normalmente causa de significativa morbilidade e 
incapacidade. As lesões de nervo periférico podem apresentar vários graus de 
severidade consoante o tipo de lesão a que o nervo é sujeito. Assim sendo, 
esta dissertação teve como objetivo geral a pesquisa de novas possibilidades 
terapêuticas aplicadas a lesões do nervo periférico, através de engenharia de 
tecidos.  
No primeiro capítulo foi realizada uma revisão bibliográfica relativa à 
anatomofisiologia do nervo periférico, abordando a macroestrutura do sistema 
nervoso periférico, a estrutura macroscópica do nervo periférico, a sua 
histologia, assim como os processos fisiológicos envolvidos na transmissão do 
impulso nervos. Neste capítulo foi também brevemente revisto o tipo de lesões 
nervosas, os processos fisiológicos que decorrem nessas mesmas lesões e 
durante a regeneração nervosa assim como os fatores que influenciam a 
regeneração do nervo periférico. A terceira parte deste capítulo é uma súmula 
das diversas técnicas cirúrgicas de reparação de nervo periférico, das suas 
principais vantagens e desvantagens. Finalmente na quarta e última parte 
deste capítulo é feita uma revisão dos diferentes métodos de avaliação da 
regeneração e recuperação funcional do nervo periférico.  
O segundo capítulo desta dissertação percorre o estado da arte 
relativamente à abordagem multidisciplinar no tratamento das lesões de nervo 
periférico e o aporte técnico e tecnológico que cada uma dessas áreas 
apresenta, sendo dada particular importância às armas terapêuticas que foram 
testadas nos trabalhos experimentais realizados no âmbito desta dissertação. 
Foi dada particular atenção ao desenvolvimento do biomaterial que foi testado 
no decorrer dos nossos trabalhos experimentais, o polímero Poli (álcool 
vinílico) (PVA). Este foi testado simples e ainda com diversas conjugações, 
associando-o a substâncias como o polipirrol, os nanotubos de carbono, o 
nitrato de prata ou o cloreto de magnésio, com o objetivo de aumentar 
condutividade deste polímero. Na mesma lógica de abordagem de 
possibilidades terapêuticas testadas nos trabalhos experimentais, fez-se 
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também uma revisão relativa às células estaminais, suas características, 
possibilidades de emprego terapêutico e sua compatibilidade com os 
biomateriais acima descritos, dando especial atenção às células estaminais 
mesenquimatosas. 
O estudo realizado no âmbito deste Doutoramento foi planeado tendo em 
vista determinados objetivos específicos: a) Desenvolvimento e caracterização 
(físico-química e mecânica) in vitro de um biomaterial (PVA) e sua associação 
com polímeros condutores e outros iões metálicos, para obtenção de 
membranas e tubos-guia com alta condutividade elétrica para reconstrução 
cirúrgica de lesões de axonotmese e neurotmese, b) Estudo in vivo da 
aplicação de tubos-guia e membranas de PVA simples e melhorados através 
da associação com polipirrol e nanotubos de carbono, cuja presença aumenta 
a condutividade elétrica, em lesões de axonotmese e neurotmese, recorrendo 
ao modelo animal do nervo ciático do rato, c) Estudo in vivo da incorporação de 
sistemas celulares (MSC’s) em tubos-guia de PVA e seus resultados em lesões 
de neurotmese recorrendo ao modelo animal do nervo ciático do rato e d) 
Aplicação clínica do PVA em casos clínicos de animais de companhia em 
medicina veterinária.  
Tendo em conta os objetivos traçados, a primeira fase foi o 
desenvolvimento de tubos-guia do biomaterial (PVA), tornando-o passível de 
ser aplicado em lesões de nervo periférico, melhorando as suas qualidades 
físicas e mecânicas para aplicação em nervo periférico. A segunda fase foi a 
associação do PVA com substâncias que aumentam a condutividade elétrica, 
caracterização dos diferentes tubos-guia obtidos e selecionar as moléculas a 
associar ao PVA para os estudos in vivo posteriores. A terceira fase foi a 
aplicação dos tubos anteriormente selecionados em lesões de axonotmese e 
avaliação dos resultados, para posterior escolha do tubo-guia a associar ao 
sistema celular (MSCs isoladas da geleia de Wharton do cordão umbilical). A 
quarta fase foi a aplicação dos diferentes tubos-guia em lesões de neurotmese, 
utilizando o biomaterial selecionado em associação com MSCs.  
Os estudos realizados tendo em vista o primeiro objetivo, permitiram 
selecionar três tipos de membranas ou tubos a testar: PVA (PVA), PVA 
associado ao polipirrol (PVA-PPy) e PVA associado a nanotubos de carbono 
(PVA-CNTs), com vista a serem aplicados em lesões de axonotmese e de 
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neurotmese do nervo ciático, sendo o modelo animal escolhido o rato Sasco 
Sprague-Dawley. 
No primeiro trabalho in vivo o biomaterial (PVA, PVA-PPy e PVA-CNTs) foi 
aplicado em lesões de axonotmese. Após 12 semanas de avaliação foi 
demonstrada uma melhoria mais evidente nos grupos PVA-PPy e PVA-CNTs 
nos diversos testes de avaliação quer funcionais quer morfológicos. 
No segundo trabalho in vivo foi estudada a lesão de neurotmese, onde 
foram aplicadas igualmente os três tipos de tubos-guia, sendo ainda testado o 
tubo-guia PVA-CNTs associado a células estaminais mesenquimatosas (PVA-
CNTs-MSCs). Este trabalho após 20 semanas de avaliação foi demonstrada 
uma melhoria mais evidente no grupo PVA-CNTs-MSCs em diversos testes de 
avaliação quer morfológicos quer funcionais. 
Finalmente, tínhamos como objetivo o teste destas soluções em casos 
clínicos reais, no entanto, o tempo decorrido desde o final dos testes in vivo e a 
data limite de entrega desta dissertação não permitiu a recolha e 
acompanhamento de casos clínicos de lesões de nervo periférico na área da 
clínica dos animais de companhia capaz de serem apresentados, no entanto, 
foi possível a aplicação das células estaminais mesenquimatosas por via 
intradérmica e aplicação de um penso de uma membrana de PVA em casos 
clínicos de lesões crónicas de pele, sem possibilidade de recuperação 
aplicando técnicas convencionais, apresentando resultados animadores.  
Os resultados obtidos parecem-nos bastante promissores relativamente à 
utilização de MSCs assim como de biomateriais com elevada condutividade 
elétrica, sendo uma área importante a considerar em trabalhos futuros. 
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Abstract 
 
The peripheral nerve injuries are usually caused by accidental or iatrogenic 
events, and are a cause of significant morbidity and incapacity in patients. The 
peripheral nerve injuries may present different severities depending on the type 
of nerve injury. Therefore, this thesis had as main objective the research of new 
therapeutic possibilities to be applied to nerve injuries through tissue 
engineering. 
In chapter one a literature review regarding peripheral nerve 
anatomophysiology, approaching the macro-anatomy of the peripheral nerve 
system, the macroscopic structure of the peripheral nerve, its histology and the 
physiologic events involved in nerve impulse transmission. In this chapter was 
also reviewed  the type of nerve lesions, the physiologic events arising from 
those lesions, events that happen during nerve regeneration and factors that 
influence this same regeneration. The third part of this chapter is a summary of 
the different surgical techniques applied to peripheral nerve repair and their 
main advantages and disadvantages. 
The second chapter of this thesis goes through the state of the art regarding 
the multidisciplinary approach on the treatment of peripheral nerve lesions and 
the technical contribution of each area, with a special focus in the therapeutical 
weapons that were tested in the experimental work developed within this thesis. 
Special attention was given to the development and characterization of the 
biomaterial used in the experimental work, the polimer poli (vinyl alcohol) (PVA). 
This was tested pure and in combination with substances such as polypirrol, 
carbon nanotubes, silver nitrate or magnesium chloride, with the goal of 
increasing the electric conductivity of this polymer. A special focus was also 
given to another therapeutic weapon tested, the mesenchymal stem cells, their 
characteristics, therapeutic application and their compatibility with the described 
biomaterials. 
The study within this thesis was performed considering several specific 
objectives: a) In vitro development and characterization (mechanical and 
physico-chemical)  of a biomaterial (PVA)  and its association with substances 
that increase the electric conductivity in order to use these membranes or tube 
guides to surgical correction or application in axonotmesis and neurotmesis 
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lesions, b) In vivo study  of the application of membranes or guide tubes of pure 
PVA and PVA enhanced with polypirrol and carbon nanotubes whose presence 
increases electrical conductivity using the rat sciatic nerve as animal model, c) 
In vivo study  of the incorporation of mesenchymal stem cells in the guide tubes 
in neurotmesis lesions using the rat sciatic nerve as animal model, d) clinical 
application of PVA in clinical cases in small animal practice. 
Considering the proposed objectives, the first step was the development of 
PVA tube guides, making it possible to be applied in peripheral nerve lesions, 
improving its physical, chemical and mechanical characteristics. The second 
step was to associate PVA with substances that increase its electrical 
conductivity, characterizing the different tube guides obtained and select the 
tubes to be included in the posterior in vivo testing. Step three was the 
application of the pre-selected membranes in axonotmesis lesion, its results 
evaluation and selection of one tube to associate with MSCs isolated from the 
Wharton Jelly of human umbilical cord. Fourth step was application of the 
different tube guides in neurotmesis lesions and one group associated with 
MSCs. 
The first studies allowed the selection of three membranes and tubes to be 
tested: PVA (PVA), PVA associated with Polypyrrol (PVA-PPy) and PVA 
associated to Carbon Nanotubes (PVA-CNTs) to be applied in axonotmesis and 
neurotmesis lesions in the sciatic nerve of Sasco Sprague-Dawley rat, defined 
as animal model in the experimental work. 
In the first in vivo experimental work the chosen membranes (PVA, PVA-
PPy and PVA-CNTs) were applied in axonotmesis lesions. After 12 weeks of 
follow-up, it was demonstrated an evident improvement in PVA-PPy and PVA-
CNTs groups in several morphological and functional tests. 
In the second in vivo experimental work the chosen tube guides (PVA, PVA-
PPy and PVA-CNTs) were applied in neurotmesis lesions. Another group was 
added, where PVA-CNTs were associated with MSCs (PVA-CNTs-MSCs). After 
20 weeks of follow-up, it was demonstrated a more evident improvement in 
PVA-CNTs-MSCs group in several morphological and functional tests. 
The final objective proposed for this thesis involved the application of some 
of this therapeutic solution in real clinical cases in small animal practice. 
Unfortunately, the time elapsed between the end of the validation of the results 
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and the dead line to deliver this thesis did not allowed the collection and follow 
up of clinical cases of peripheral nerve lesions. However it was possible to 
collect cases of chronic skin injuries unresponsive to conventional treatments, 
where intradermal MSCs and a PVA bandage were applied, and yielding 
promising results. 
The obtained results are very promising regarding the use of MSCs and 
high electric conductive biomaterials, revealing an important research area in 
future studies.  
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Capítulo I – Revisão Bibliográfica 
 
1. Anatomofisiologia do Sistema Nervoso Periférico 
 
O estudo do nervo periférico, suas lesões, sua regeneração assim como as 
técnicas envolvidas na sua recuperação, obrigam a um conhecimento aprofundado 
do objeto de estudo, quer do ponto de vista anatomo-fisiológico quer histológico. 
Para melhor compreensão, parece-nos útil iniciar o estudo fazendo uma breve 
revisão bibliográfica sobre a histologia, anatomia e fisiologia do Sistema Nervoso 
Periférico (SNP). 
O Sistema Nervoso permite ao organismo responder a alterações contínuas nos 
ambientes quer externo quer interno, controlando e integrando as atividades 
funcionais de órgãos e outros sistemas (Ross 2005). 
Anatomicamente, o Sistema Nervoso é dividido em Sistema Nervoso Central 
(SNC), composto pelo cérebro e medula espinal, localizados no crânio e canal 
espinal, respetivamente e Sistema Nervoso Periférico (SNP) composto pelos ramos 
dos nervos cranianos, espinais e nervos periféricos que conduzem impulsos 
nervosos desde o SNC (nervos eferentes ou motores) até ao SNP (nervos aferentes 
ou sensoriais) (Ross 2005). 
O SNP inclui todos os elementos neuronais externos ao cérebro e à medula 
espinal. Um nervo periférico é um conjunto de fibras nervosas mantidas juntas por 
um tecido conectivo que conduzem impulsos nervosos que se traduzem em 
informação sensorial ou motora entre órgãos ou tecidos do organismo e a medula 
espinal ou o cérebro (Ross 2005). Os nervos periféricos são os nervos cranianos e 
os nervos espinais. (Kierszenbaum 2002). Os corpos celulares dos nervos 
periféricos podem estar localizados dentro do SNC ou fora do SNC nos gânglios 
periféricos, que são basicamente e de forma simplista clusters de corpos celulares 
neuronais de onde surgem fibras nervosas que conduzem impulsos quer a partir dos 
gânglios periféricos quer no sentido inverso (Ross 2005). 
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1.1. Anatomia e histologia 
 
Em 1906, e baseados nos trabalhos de Camilo Golgi e Santiago Ramón e Cajal, 
tornou-se consensual que o sistema nervoso era constituído por duas classes de 
células: células nervosas ou neurónio e células de apoio, de suporte ou 
neuroglia (Dale Purves 2001). O neurónio é a unidade funcional do sistema nervoso 
(Ross 2005), no entanto para o seu funcionamento são necessárias as células 
neurogliais que no SNC são os astrócitos, oligodendrócitos, células microgliais 
e células ependimárias, enquanto no SNP são as células de Schwann (Dale 
Purves 2001, Ross 2005) (Figura 1). 
 
No SNP, as células de Schwann são as responsáveis pelo suporte dos neurónios 
quer nas fibras nervosas mielinizadas quer nas não mielinizadas. Estas células são 
responsáveis pela produção da bainha de mielina que é uma camada rica em lípidos 
que circunda o axónio, isolando-o do compartimento extracelular do endoneuro, o 
que garante uma mais rápida condução do impulso nervoso. Nas fibras não 
mielinizadas, estas células também envolvem os neurónios, sendo que a sua 
principal função neste caso é a sua nutrição. Finalmente, as células de Schwann são 
também úteis na limpeza dos debris do SNP e conduzir a regeneração dos axónios 
do SNP (Ross 2005). 
Figura!1!*!Neurónios!e!neuroglia!
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O termo fibra nervosa é muitas vezes empregue em diferentes formas, o que 
pode originar alguma confusão. Este termo pode ser conotado com o axónio 
juntamente com todas as suas coberturas (mielina e células de Schwann), ou 
apenas com o axónio ou ainda com qualquer processo de uma célula nervosa, seja 
dendrito ou axónio (Ross 2005).  
As fibras nervosas individuais do SNP são envolvidas pelas células de Schwann 
formando fibras mielínicas e amielínicas. Nas fibras mielínicas uma célula de 
Schwann envolve um axónio e um axónio é envolvido por mais de uma célula de 
Schwann, formando um conjunto de camadas concêntricas designada bainha de 
mielina; nas fibras amielínicas uma célula de Schwann envolve vários axónios 
(Kierszenbaum 2002).  
A mielina no SNC e no SNP é semelhante na sua composição proteica e lipídica. 
Este complexo lipoproteico é removido pelas técnicas de fixação histológicas de 
rotina, mas pode ser preservado quando fixada e impregnada pelo tetróxido de 
ósmio, que lhe confere uma coloração negra. A regulação da produção de mielina 
pelas células de Schwann é determinada por sinalização do axónio, estimulando as 
células de Schwann a sintetizar inicialmente maior quantidade de glicolípidos 
específicos da mielina e de seguida proteínas específicas da mielina (Mirsky R 1980, 
Kamholz, Awatramani et al. 1999). 
O processo de formação da bainha de mielina, mielinização, inicia-se quando um 
prolongamento citoplasmático envolve o axónio e a sua membrana celular se torna 
polarizada em dois domínios membranares funcionalmente distintos. Quando o 
axónio se encontra completamente envolvido pela membrana celular da célula de 
Schwann, um terceiro domínio é criado, o mesaxónio. A bainha de mielina resulta 
da aposição de camadas concêntricas compactas do mesaxónio que surgem por 
espiralização da célula de Schwann (Kierszenbaum 2002, Lobsiger, Taylor et al. 
2002, Ross 2005). Externa e contiguamente à bainha de mielina forma-se um fino 
colar de citoplasma perinuclear designada bainha de Schwann e onde se localizam 
a maioria dos organelos celulares. A aposição do mesaxónio da última camada 
sobre si mesmo encerra a espiral e produz o mesaxónio externo que é 
externamente delimitado por uma lâmina externa ou basal. O estreito espaço 
intercelular entre as membranas mesaxonais comunica com membrana plasmática 
adaxonal produzindo o mesaxónio interno. Quando termina o processo de 
espiralização, são produzidas proteínas transmembranares que criam conexões 
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intermembranares fazendo desaparecer o espaço entre elas, formando uma bainha 
de mielina compacta (Ross 2005).  
A bainha de mielina de um axónio é segmentada, pois é composta por diversas 
células de Schwann dispostas ao longo do axónio, sendo designadas por 
internódulos e as zonas de contacto entre duas células adjacentes, desprovidos de 
mielina, são designados por nódulos de Ranvier (Kierszenbaum 2002). Estas 
zonas são de extrema importância para a rápida condução dos impulsos nervosos, 
apenas possível nas fibras mielínicas, que permitem rápidos processos de 
despolarização e repolarização, imprescindíveis para a génese dos potenciais de 
ação, possibilitando a chamada condução saltatória dos potenciais de ação 
(Kierszenbaum 2002, Varejão. 2003). 
O nervo periférico é um feixe de fibras nervosas mantidas juntas por tecido 
conjuntivo de sustentação (Ross 2005). Além das células de Schwann os nervos 
periféricos apresentam ainda três revestimentos de tecido conjuntivo (Kierszenbaum 
2002) (Figura 2): 
• Epineuro 
• Perineuro 
• Endoneuro 
 
 
 
Figura!2!*!Estrutura!da!fibra!nervosa 
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O epineuro é formado por colagénio do tipo I e fibroblastos, compondo tecido 
conjuntivo denso e irregular que é a camada fibrosa mais externa, revestindo todo o 
nervo, mantendo todos os fascículos nervosos formados pelo perineuro, num feixe 
comum. Nos nervos de maiores dimensões, algum tecido adiposo é por vezes 
associado ao epineuro. Os vasos sanguíneos – vasa nervorum – presentes no 
epineuro, formam um plexo vascular bem desenvolvido, com numerosos vasos 
longitudinais, cujos ramos penetram no perineuro por onde prosseguem (Sunderland 
S 1985, Junqueira LC 1999, Kierszenbaum 2002, Ross 2005). 
O perineuro é tecido conjuntivo especializado, que agrega os axónios em 
fascículos, fundamentalmente constituído por fibroblastos dispostos em camadas 
concêntricas. Esta camada apresenta duas características pouco usuais: Uma 
lâmina basal que circunda os fibroblastos e estes encontram-se unidos entre si por 
junções de oclusão – tight-junctions – formando deste modo uma barreira protetora – 
barreira hemato-neural - que evita a passagem de macromoléculas ou até de células 
típicas do sistema imunitário (como linfócitos ou plasmócitos) permitindo a 
manutenção do meio iónico das fibras nervosas contidas neste fascículo. Como 
atrás foi referido, este isolamento não é estanque, pois alguns ramos dos vasos 
epineurais penetram o perineuro, permitindo a nutrição dos neurónios inclusos 
nestes fascículos (Kierszenbaum 2002, Ross 2005). Uma outra função deste 
componente do nervo periférico é garantir a resistência elástica aos possíveis 
acidentes de estiramento do nervo (Sunderland S 1961), e tal é conferido por fibras 
de colagénio que se encontram dispostas longitudinalmente no perineuro, sendo 
necessário uma aplicação de uma pressão interfascicular de 750 mmHg para que 
ocorra uma rutura fascicular (Selander D 1978). 
O endoneuro é a camada mais interna, constituída por tecido conjuntivo laxo, 
que circunda cada fibra nervosa (axónio e células de Schwann associadas) 
individualmente. O endoneuro é composto por alguns fibroblastos e colagénio tipo 
III. Alguns componentes adicionais da barreira hemato-neural, são as células 
endoteliais do capilares endoneurais que derivam dos vasa nervorum e que são 
delineados por células endoteliais continuas unidas por junções de oclusão 
(Junqueira LC 1999, Hafer-Macko CE 2002, Kierszenbaum 2002, Ross 2005). A 
composição do endoneuro permite assim uma maior permeabilidade do que o 
epineuro, permitindo que as proteínas ultrapassem esta barreira com maior 
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facilidade, que é fundamental para a nutrição das fibras nervosas (Mackinnon SE 
2002). 
Os nervos ou fibras nervosas sendo as estruturas que estabelecem a 
comunicação entre os centros nervosos e os órgãos sensitivos ou efetores 
(músculos, glândulas, etc.), que consoante o sentido em que transportam os 
estímulos elétricos correspondentes a informação, podem ser classificados segundo 
alguns autores (Junqueira LC 1999, Ghalib, Houst'ava et al. 2001) em: 
• Fibras aferentes ou nervos sensitivos – transportam informação desde o 
meio ambiente e órgãos internos até aos centros nervosos e são 
geralmente nervos com maior densidade de fibras de menor diâmetro 
• Fibras eferentes ou nervos motores – transportam informação dos 
centros nervosos até aos órgãos efetores e são geralmente nervos com 
menor densidade de axónios de maior diâmetro 
• Nervos mistos – são a maioria dos nervos e são compostos pelos dois 
tipos de fibras descritos anteriormente 
 
A unidade funcional do sistema nervoso, o neurónio, é uma célula altamente 
especializada, diferenciada e excitável. (Kierszenbaum 2002). O neurónio é 
composto por corpo celular ou soma, dendritos e axónio. O soma contém o 
núcleo celular e citoplasma perinuclear. Os dendritos são processos que surgem do 
soma em forma de ramos de árvore. Os ramos dendríticos são cobertos por 
pequenas protusões designadas espinhas dendríticas que estabelecem diversas 
conexões sinápticas axonais. O neurónio tem um só axónio que se origina no soma 
e termina numa arborização terminal designada telodendro, em que cada terminal 
apresenta uma terminação mais alargada designada terminal sináptico ou botão 
sináptico (Kierszenbaum 2002, Varejão. 2003, Ross 2005). Esta organização do 
neurónio permitiu uma especialização dos dendritos e do soma, na receção e 
integração de informação e do axónio na transmissão dessa mesma informação 
(Kierszenbaum 2002) (Figura 3). 
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Os neurónios podem ser classificados consoante a sua morfologia, tendo em linha 
de conta o número e comprimento dos prolongamentos que surgem do soma: 
• Neurónios multipolares – apresentam muitos prolongamentos a partir do 
soma que apresenta uma forma poligonal. Estes neurónios apresentam um 
axónio e mais de um dendrito, sendo o tipo de neurónio mais abundante no 
sistema nervoso; São subdivididos em Golgi tipo I e tipo II consoante a 
relação entre o comprimento do axónio e da árvore dendrítica 
• Neurónios bipolares – apresentam dois prolongamentos, um dendrito e um 
axónio, e são típicos do sistema visual, auditivo e vestibular 
• Neurónios pseudounipolares – apresentam apenas um prolongamento 
curto (axónio), que imediatamente se divide em dois processos longos, 
sendo que um se dirige para a periferia e outro para o SNC (Kierszenbaum 
2002, Ross 2005) 
 
Os neurónios podem ainda ser classificados segundo a sua função (Ross 2005): 
• Neurónios sensoriais – recebem os estímulos sensoriais provenientes dos 
recetores e conduzem-nos até ao SNC e incluem as fibras somáticas 
aferentes e as fibras viscerais aferentes 
Figura!3!*!Neurónio!*!unidade!funcional!do!Sistema!nervoso 
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• Neurónios motores – conduzem os impulsos nervosos desde o SNC para 
os órgãos efetores, e incluem as fibras somáticas eferentes e as fibras 
viscerais eferentes 
• Interneurónios – formam uma rede integrada de comunicação entre os 
neurónios motores e sensoriais 
 
1.2. Fisiologia 
 
A maioria dos neurónios possui apenas um axónio e um ou mais dendritos, sendo 
o primeiro em regra mais longo que os dendritos. As substâncias necessárias às 
diversas funções no axónio e nos dendritos são sintetizadas no corpo do neurónio, 
sendo necessários mecanismos de transporte destas substâncias para esses locais, 
que se designa por transporte axonal e é um mecanismo bidirecional. Este 
mecanismo bidirecional é um modo de comunicação intracelular que transporta 
moléculas (proteínas, neurotransmissores, lípidos) e organelos celulares ao longo de 
microtúbulos e filamentos intermediários entre o corpo celular e a zona terminal do 
axónio, e funciona em ambos os sentidos. O transporte axonal é descrito como 
(Kierszenbaum 2002, Ross 2005): 
• Transporte anterógrado – é o movimento de substâncias (vesículas 
sinápticas, enzimas de síntese, percursores de neurotransmissores, 
organelos, proteínas, açucares, cálcio, aminoácidos, nucleótidos entre 
outros) desde o corpo celular em direção às terminações axonais 
• Transporte retrógrado – é o movimento de substâncias desde os 
terminais axonais e dendríticos até ao corpo celular, transmitindo 
informação do estado de funcionamento do axónio (Grafstein B 1975), 
transportando até ao corpo celular diversas moléculas para serem 
recicladas no corpo celular, (fatores de crescimento, material captado por 
endocitose incluindo vírus e toxinas) (Kierszenbaum 2002, Ross 2005) 
 
A condução do impulso nervoso ao longo dos axónios acontece através de um 
mecanismo de despolarização e repolarização da membrana celular, fazendo 
progredir o impulso até às sinapses onde promove a libertação dos 
neurotransmissores, no espaço sináptico como já foi referido anteriormente 
(Junqueira LC 1999). Apesar das diferenças entre os vários tipos de fibras, o 
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conceito básico do impulso nervoso é semelhante em todas elas e fundamenta-se 
naquilo que se designa por potencial de ação, inicialmente descrito na década de 
1950 (Hodgkin and Huxley 1952, Hodgkin and Huxley 1952, Hodgkin 1964). As 
células nervosas quando em repouso, mantêm um potencial de membrana, ou seja, 
um diferencial entre a carga elétrica intracelular e extracelular, obtido pelo equilíbrio 
existente entre o fluxo passivo de iões de sódio e potássio, respetivamente para o 
interior e exterior da célula, e o mecanismo da bomba de sódio dependente da 
adenosina-trifosfatase (ATP) que permite a troca de 3 iões de sódio para fora da 
célula por troca com 2 iões de potássio para dentro da célula. Estes mecanismos 
permitem a manutenção de um potencial de membrana em repouso de -70 mV no 
interior do corpo celular. O potencial de ação representa uma inversão transitória 
deste potencial, que é obtido por uma alteração temporária na permeabilidade da 
membrana ao sódio, com uma entrada deste para o espaço intracelular através dos 
canais de sódio que são também estes dependentes da voltagem. Durante a 
despolarização, a membrana celular torna-se também mais permeável aos iões de 
potássio, permitindo a sua saída para o espaço extracelular, que acontece no 
sentido de repor o potencial de repouso, diminuindo a permeabilidade da membrana 
aos iões de sódio, cujos canais são inativados em 1-2 ms, efetuando assim a 
repolarização da membrana celular. Quando termina a repolarização, a membrana 
ainda é permeável ao potássio, permitindo a sua saída da célula promovendo uma 
hiperpolarização da membrana, ou seja durante um período o interior da célula é 
mais negativo do que em repouso, o que implica que imediatamente após ter 
ocorrido um potencial de ação torna-se impossível uma nova despolarização. Este 
momento designa-se por período refratário. Os mecanismos de membrana acima 
descritos na ausência de estímulo conduzem novamente a membrana ao potencial 
de repouso!(Kandel, Schwartz et al. 2000, Hall and Guyton 2011). 
Sinapses são junções especializadas entre dois neurónios ou entre um neurónio 
e o órgão efetor, que facilitam a transmissão do impulso nervoso do neurónio pré-
sináptico para o neurónio pós-sináptico ou órgão efetor (como células musculares ou 
glandulares). As sinapses entre neurónios podem ser classificadas 
morfologicamente como (Kierszenbaum 2002, Ross 2005): 
• Axodendríticas – ocorrem entre um axónio e um dendrito, e são as mais 
frequentes 
• Axosomáticas – ocorrem entre um axónio e o corpo celular 
!ENGENHARIA(DE(TECIDOS(APLICADOS(À(REGENERAÇÃO(DO(NERVO(PERIFÉRICO(
! JORGE(RUI(MARQUES(RIBEIRO(|(ICBAS;UP(
Pá
gi
na
12
(
• Axoaxonicas – ocorrem entre dois axónios 
• Dendrodendriticas – ocorrem entre dendritos  
 
As membranas pré e pós-sinápticas encontram-se separadas por um espaço 
designado como fenda sináptica (Kierszenbaum 2002, Ross 2005). 
Os terminais pré-sinápticos contêm um elevado número de vesículas sinápticas 
que são transportadas para as terminações sinápticas por transporte anterógrado e 
possuem no seu interior mensageiros químicos – neurotransmissores - 
(acetilcolina, glutamato, ácido δ-aminobutírico – GABA, entre outros); estes são 
libertados por exocitose na fenda sináptica, induzido pela despolarização da 
membrana celular (Junqueira LC 1999, Ross 2005). 
A transmissão sináptica é iniciada quando o impulso elétrico atinge o botão 
terminal do axónio. A condução axonal do impulso elétrico é gerada pela 
modificação dos canais iónicos da membrana do axónio, originando a entrada de 
sódio e a saída de potássio com dispêndio de ATP. A entrada de sódio é maior que 
a saída de potássio, pelo que ocorre uma acumulação de iões positivos no interior 
da célula, carregando negativamente o exterior membranar. Quando o neurónio está 
em repouso, a diferença de potencial entre o interior e o exterior da membrana é de -
90 mV e quando a membrana se despolariza essa mesma diferença é de +35mV. A 
despolarização da terminação do axónio conduz a um aumento da concentração de 
cálcio no interior do axónio através da passagem destes iões pelos canais de cálcio 
sensíveis à voltagem que se reflete na exocitose das vesículas sinápticas libertando 
na fenda sináptica o mensageiro químico que se encontra no seu interior. Este 
mensageiro, por sua vez, liga-se a um recetor na membrana pós-sináptica, que pode 
ser adrenérgico ou colinérgico, transmitindo assim a informação. A libertação do 
neurotransmissor pode produzir um efeito excitatório ou inibitório da membrana pós-
sináptica (Junqueira LC 1999, Ross 2005). Os neurotransmissores libertados na 
fenda sináptica podem ser degradados ou recapturados, sendo este último 
mecanismo responsável pela remoção de 80% dos neurotransmissores da fenda 
sináptica. Estes mecanismos são essenciais para limitar a duração do efeito de 
estimulação ou inibição na membrana pós-sináptica (Ross 2005). 
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2. Lesões do Sistema Nervoso Periférico 
 
Os nervos periféricos encontram-se distribuídos por todo o organismo, pelo que 
lesões nervosas são relativamente frequentes e podem resultar de esmagamento, 
estiramento, isquemia, inflamação, seccionamento (com ou sem perda de 
substância) e ainda lesões iatrogénicas.  
Os neurónios são células altamente especializadas que perderam no seu 
processo de diferenciação capacidade de sofrer mitoses, pelo que a sua morte 
representa uma perda definitiva. Apesar disso, os prolongamentos citoplasmáticos 
dos neurónios têm alguma capacidade de se regenerarem, se determinadas 
condições forem mantidas. Na manutenção destas condições e consequentemente 
na regeneração do nervo periférico, são essenciais as células da neuróglia (células 
de Schwann e células satélites dos gânglios nervosos), dotadas de grande 
capacidade de regeneração. Estes factos, levam a que após a lesão axonal, o 
primeiro requisito para a regeneração axonal é a sobrevivência do neurónio que é 
dependente de vários fatores como o tipo de neurónio, a idade ou a proximidade da 
lesão do corpo celular (Kierszenbaum 2002, Ross 2005). 
 
2.1. Classificação das lesões 
 
O nervo periférico está sujeito, empiricamente, a três tipos de lesão: de 
esmagamento ou compressão, seccionamento e seccionamento com perda de 
substância, por ordem crescente de gravidade. As classificações das lesões do 
nervo periférico mais amplamente usadas são as propostas por Seddon e 
Sunderland, autores com estudos de grande relevância nesta área (Seddon H 1943, 
Sunderland S 1951, Seddon H 1972, Sunderland S 1978, Sunderland S 1990). 
A classificação de Seddon divide as lesões do nervo periférico em três categorias: 
Neuropraxia, Axonotmese e Neurotmese (Seddon H 1943, Seddon H 1972), por 
ordem crescente de gravidade. 
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A classificação segundo Sunderland divide as lesões em cinco categorias: Tipo I, 
II, III, IV e V, por ordem crescente de gravidade da lesão! (Sunderland S 1951, 
Sunderland S 1978, Sunderland S 1985).  
 
 
O termo neuropraxia ou Lesão de Sunderland Tipo I é a forma menos grave de 
lesão nervosa e define um bloqueio local na condução após compressão ou 
estiramento da fibra nervosa resultando na danificação da bainha de mielina com 
preservação da continuidade axonal, não ocorrendo assim degenerescência 
Walleriana, que será descrita posteriormente. Clinicamente, esta lesão manifesta-se 
como uma paralisia motora, sendo as fibras sensitivas e do SNA normalmente 
poupadas e geralmente após algumas semanas a condução nervosa no segmento 
afetado é geralmente completamente recuperada de forma espontânea. Os sinais 
clínicos resultam da maior vulnerabilidade das fibras nervosas de maior diâmetro 
(motores) relativamente às de menor diâmetro (sensitivos) (Seddon H 1943, 
Figura!4!*!A*Fibra!nervosa!normal;!B*!Lesão!de!Sunderland!tipo!I;!C*!Lesão!de!Sunderland!tipo!II;!D*!Lesão!de!Sunderland!
tipo!III,!E*!Lesão!de!Sunderland!tipo!IV;!F*!Lesão!de!Sunderland!tipo!V 
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Sunderland S 1951, Seddon H 1972, Sunderland S 1978, Sunderland S 1985, 
Sunderland S 1990, Spiegel, Seaber et al. 1993).  
 
A lesão de Axonotmese ou Lesão de Sunderland Tipo II é semelhante à 
anteriormente descrita, com um estádio mais avançado de compressão ou 
estiramento com perda da continuidade axonal e com consequente degenerescência 
Walleriana, mas com manutenção dos tubos do endoneuro. A recuperação funcional 
implica uma regeneração axonal, que geralmente ocorre de forma correta e 
orientada por acontecer dentro do endoneuro que foi preservado. Apesar disso, a 
recuperação é em regra mais morosa que no caso anterior, com prognóstico 
favorável e sem necessidade de cirurgia, exceto quando existe excessiva deposição 
de tecido fibroso no local da lesão. Os défices permanentes estão diretamente 
relacionados com o número de corpos celulares que possam eventualmente ter 
morrido, assim como danos musculares (atrofia muscular) irreversíveis que podem 
ocorrer enquanto o processo de reinervação não se conclui (Seddon H 1943, 
Sunderland S 1951, Seddon H 1972, Sunderland S 1978, Sunderland S 1985, 
Sunderland S 1990, Spiegel, Seaber et al. 1993). 
 
Neurotmese segundo Seddon é uma lesão axonal com perda da continuidade 
dos axónios bem como dos seus vários revestimentos: Endoneuro (Lesão de 
Sunderland tipo III), Endoneuro e Perineuro (Lesão de Sunderland tipo IV), 
Endoneuro, Perineuro e Epineuro (Lesão de Sunderland tipo V). Destas lesões 
resulta sempre uma desorganização total da estrutura anatómica no local afetado. 
Neste tipo de lesão a regeneração espontânea não é possível, pelo que implica 
sempre intervenção cirúrgica de reparação no sentido de facilitar a orientação dos 
axónios do topo proximal para o topo distal o mais rapidamente possível por forma a 
evitar ou minimizar a formação de neuromas no local da lesão, assim como lesões 
irreversíveis nos órgãos alvo (como a atrofia muscular) (Seddon H 1943, Sunderland 
S 1951, Seddon H 1972, Sunderland S 1978, Sunderland S 1985, Sunderland S 
1990, Spiegel, Seaber et al. 1993). 
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2.2. Fisiopatologia das lesões 
 
2.2.1. Fisiologia da degenerescência e regeneração do Nervo Periférico 
 
Os mecanismos envolvidos na morte do neurónio ainda não são totalmente 
compreendidos, mas sabe-se que surgem associadas a alterações morfológicas, 
processos de apoptose e de fragmentação do ácido desoxirribonucleico (ADN)!(Lo, 
Houenou et al. 1995, Rossiter, Riopelle et al. 1996, Raff, Whitmore et al. 2002). 
A perda de integridade dos axónios leva a alterações morfológicas e funcionais 
quer do topo proximal que continua unida ao corpo celular denominadas reação do 
corpo celular (Junqueira LC 1999) quer do topo distal designada Degenerescência 
Walleriana (Kierszenbaum 2002, Ross 2005). A lesão do axónio conduz a 
alterações morfológicas do soma como a perda de substância ou dissolução dos 
corpos de Nissl (manifestação morfológica do aumento da síntese proteica), a 
posição excêntrica do núcleo, o aumento das dimensões do nucléolo e edema 
celular, designadas no seu conjunto por cromatólise (Torvik 1976). As alterações do 
corpo celular após uma lesão axonal são proporcionais à quantidade de axoplasma 
perdido na lesão, podendo inclusivamente conduzir à morte celular (Ross 2005).  
A sobrevivência do neurónio parece estar dependente do papel desempenhado 
pelo fatores neurotróficos (de fontes autócrinas ou parácrinas), produzidos pelo 
tecido alvo, células de Schwann, fibroblastos ou macrófagos e dos quais são 
exemplos o fator de crescimento do nervo (NGF), a neurotrofina 4/5 (NT4/5), o fator 
de crescimento do nervo derivado do cérebro (BDNF), o fator neurotrófico derivado 
da linha celular da glia (GDNF), diversos fatores de crescimento similares à insulina 
(IGFs) bem como moléculas da matriz extracelular como laminina e a fibronectina 
(Boyd and Gordon 2003). 
A Degenerescência Walleriana foi descrita por Augustus Volney Waller (Waller A 
1850, Stoll G 2002, Koeppen AH 2004) como o conjunto de fenómenos que se 
seguem a uma lesão grave do axónio, com degradação do axoplasma, destruição da 
bainha de mielina que é removida pelas células de Schwann e macrófagos que são 
mobilizados para o local de lesão. Este fenómeno é um processo intrínseco ativo do 
axónio associado a alguns princípios de apoptose (Beirowski B 2005), que pode 
ocorrer quer nos axónios do SNP como do SNC, sendo, neste último, de 
estabelecimento mais lento e influenciado pela idade do animal (Koeppen AH 2004). 
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Desde os estudos de Waller se tem investigado os fatores que influenciam a 
degenerescência nervosa quer no topo proximal quer no topo distal à zona de lesão, 
como a idade, a neuroanatomia do local, o tipo de fibras nervosas envolvidas 
(mielinizadas ou não mielinizadas), a espessura no axónio, o tipo de lesão, a 
distância da lesão ao corpo celular, o comprimento do topo distal, a temperatura, 
assim como o sentido em que ocorre este fenómeno (anterógrado ou retrógrado), 
entre outros (Chaudhry V 1992, Rodriguez JF 2004, Beirowski B 2005). Um dos 
principais fatores a considerar quando se pensa em regeneração de nervos 
periféricos é a velocidade de estabelecimento deste fenómeno. A velocidade da 
degenerescência Walleriana é, como foi atrás referido dependente da espessura da 
fibra nervosa e foi calculada, para as fibras mais espessas em cerca de 45,6 mm/dia 
e cerca de 252 mm/dia para as fibras mais finas (Koeppen AH 2004). Relativamente 
à temperatura concluiu-se que temperaturas mais altas conduzem a um aumento da 
velocidade deste fenómeno, tendo Merzbacher inclusivamente demonstrado a 
ausência de degenerescência no SNC em animais mantidos a temperaturas baixas. 
Este facto talvez seja devido à estimulação enzimática e depleção de fatores de 
crescimento que ocorre a temperaturas mais altas (Koeppen AH 2004). O tipo de 
lesão também interfere na direção da degenerescência, pelo que em lesões de 
axonotmese, esta ocorre de distal para proximal e em lesões de neurotmese ocorre 
no sentido inverso (Beirowski B 2005).  
A degenerescência Walleriana é descrita na bibliografia como uma sequência de 
eventos que podem ser divididos em 5 estádios: 
• Estádio I – sobrevivência do segmento distal separado do soma. Esta 
fase inicia-se imediatamente após a lesão, mas segundo alguns autores a 
degradação da baínha de mielina no SNP inicia-se 24 a 48 horas após a 
lesão (Koeppen AH 2004), dando-se também início à fragmentação do 
axónio. Observa-se no topo distal edema da região do endoneuro (por 
alteração da barreira hemato-neural) com acumulação no local de 
organelos celulares e mitocôndrias. No segmento proximal inicia-se um 
processo de degenerescência que se estende até ao nó de Ranvier mais 
próximo. Ao contrário do que alguns autores defendem, estudos ultra-
estruturais não demonstraram que as fendas de Schimith-Lanterman são a 
zona mais vulnerável do axónio (Koeppen AH 2004). A duração do estádio 
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I varia consoante a espécie animal, o comprimento do segmento distal, a 
temperatura e o tipo de fibra nervosa (Chaudhry V 1992) 
• Estádio II – Desintegração do axoplasma e fragmentação axonal. Este 
estádio dura poucas horas, inicia-se no local da lesão e propaga-se de 
forma centrífuga (degenerescência anterógrada e retrógrada)!
(Kierszenbaum 2002). O aspeto central deste fenómeno é a fragmentação 
do citoesqueleto axonal, com a desintegração granular deste e a formação 
de detritos amorfos, resultando no colapso das bainhas de mielina 
(Lubińska 1977). A calpaína é uma proteínase ativada pelo cálcio, que é a 
enzima responsável pela clivagem das proteínas que compõem os 
neurofilamentos (Varejão. 2003), pelo que numerosos estudos têm sido 
realizados na tentativa de inibir a sua ativação, controlando as 
concentrações de cálcio intracelular, condicionando desta forma esta fase 
da degenerescência (Glass JD 2004) 
• Estádio III – Resposta primária por parte de outros elementos 
celulares. Esta fase inicia-se cerca de três dias após a lesão, onde são 
recrutados monócitos da corrente sanguínea que se transformam em 
macrófagos, macrófagos tecidulares e células de Schwann, que fagocitam 
os restos celulares iniciando a fase de limpeza da lesão (Griffin FW 1992, 
Stoll G 2002, Gordon T 2003, Avelino AM 2004, Koeppen AH 2004). Estas 
células permitem a preparação do espaço para se dar a regeneração 
subsequente, sendo que os macrófagos assumem um papel de maior 
preponderância devido à grande variedade de moléculas que sintetizam 
para a matriz extracelular: fator de crescimento dos fibroblastos (bFGF),o 
fator de crescimento transformante alfa (TGF-α), o fator de crescimento 
similar à insulina-1 (IGF-1), o fator beta de crescimento derivado das 
plaquetas (PDGF), o fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF) e a 
interleucina 8 (IL-8). Nesta fase as células de Schwann cessam a produção 
de mielina e iniciam uma fase de multiplicação celular que é mais intensa 
em axónios mielinizados e de maior diâmetro, facto que é também induzido 
pela libertação de agentes indutores da mitose por parte dos macrófagos e 
plaquetas como PDGF, bFGF e fator de crescimento transformante de tipo 
β (TGF-β) (Varejão. 2003). Nesta fase ocorre também a abertura da 
barreira hemato-neural, cerca de 24 a 48 horas após a lesão do nervo que 
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parece estar relacionada com o efeito provocado pelas citoquinas assim 
como da histamina resultante da desgranulação dos mastócitos (Griffin FW 
1992) 
• Estádio IV – resposta secundária por parte das células de Schwann e 
da linhagem macrofágica. Esta fase não é temporalmente passível de ser 
separada de forma clara do estádio precedente. Nesta fase formam-se as 
bandas de Büngner, que mais não são do que proliferações de células de 
Schwann sob a forma de cordões orientados sobre um eixo longitudinal, 
delimitadas pelas lâminas basais (Cajal R 1928). Aumenta o número de 
macrófagos atingindo o seu máximo nos primeiros cinco dias, começando 
de seguida a diminuir à medida que a mielina vai sendo removida, durante 
o primeiro mês (Gordon T 2003). Outro acontecimento de extrema 
importância nesta fase é o aumento da síntese de neurotrofinas que irão 
promover a sobrevivência e regeneração dos neurónios (Apfel 1999, 
Gordon T 2003, Varejão. 2003). Finalmente, no segmento proximal, ocorre 
também uma proliferação das células de Schwann, que migram até ao 
segmento distal, permitindo o estabelecimento de contacto entre os dois 
topos (Cheng C 2002) 
• Estádio V – resposta final. Esta fase ocorre após algumas semanas, 
sendo caracterizado por uma progressiva diminuição do número de células 
de Schwann assim como do seu citoplasma, desaparecimento das bandas 
de Büngner assim como das suas lâminas basais (Weinberg and Spencer 
1978), criando um ambiente favorável ao crescimento axonal! (Cheng C 
2002) 
 
A lesão neuronal conduz como vimos a uma degenerescência do axónio, mas 
cerca de 3 horas após a lesão, inicia-se a regeneração axonal que ocorre assim em 
simultâneo com a degenerescência Walleriana. O processo de cromatólise pode ser 
revertido, mas para tal, é necessária a sobrevivência do corpo celular 
(Kierszenbaum 2002).  
No segmento proximal à lesão, a degenerescência geralmente ocorre até ao 
primeiro nó de Ranvier, criando uma zona de degenerescência Walleriana devida ao 
influxo de iões de cálcio e ativação das proteínases (Varejão. 2003). Nesta região 
podem começar a formar-se filamentos, designado brotamentos que progridem em 
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direção às colunas das células de Schwann mas apenas aqueles que penetram 
através destas podem atingir o órgão efetor (Junqueira LC 1999). O sucesso da 
regeneração está dependente da formação destes brotamentos, do seu número, 
qualidade e capacidade de alcançarem o órgão efetor (Millesi 2006). Quando o 
espaço entre os topos nervosos é muito grande ou quando o topo distal se perde, as 
fibras nervosas desenvolvem-se desordenadamente, formando uma dilatação na 
extremidade do axónio, designado neuroma de amputação, que é extremamente 
doloroso (Junqueira LC 1999). 
A velocidade de crescimento dos filamentos distalmente para reinervar o órgão 
efetor é variável entre espécies, sendo cerca de 1-1,5 mm em humanos e cerca de 3 
mm em ratos (Kierszenbaum 2002, Gordon T 2003). Mesmo em cada espécie a taxa 
de regeneração é também ela variável, consoante os nervos afetados, a região do 
nervo afetada e o tipo de lesão (Seddon H 1943); assim, a taxa de regeneração é 
mais baixa imediatamente após a lesão, nas lesões de neurotmese quando 
comparadas com as lesões de axonotmese (Seddon H 1943), no entanto a 
capacidade regenerativa do nervo é cerca de 66% mais baixa em lesões de 
axonotomia de longo termo quando comparada com lesões de transecção reparadas 
de imediato (Gordon T 1997). O conhecimento da taxa de regeneração é de 
particular importância clínica, pois permite por um lado tomar decisões relativamente 
à terapêutica a instaurar e por outro permite estabelecer prognósticos e monitorizar 
a progressão da recuperação (Luís 2008). A regeneração axonal consequente do 
brotamento axonal tem de ser direcionada e para que tal aconteça é essencial a 
proliferação das células de Schwann e para que estas proliferem é imprescindível a 
presença de endoneuro, pelo que na ausência destes dois elementos, a 
regeneração axonal é suspensa (Junqueira LC 1999, Kierszenbaum 2002). Além 
disto, sabe-se que os axónios são incapazes de fornecer todos os fatores 
neurológicos essenciais à sua própria regeneração, pelo que o alongamento axonal 
está dependente do material proveniente do corpo celular, que atinge o local da 
lesão do axónio em regeneração, por transporte anterógrado, como foi 
anteriormente referido (C.H. Berthold 2005). 
De uma forma geral, a regeneração axonal inicia-se no segmento proximal onde 
surgem, nas primeiras 3 horas após a lesão, os denominados cones de 
crescimento e que são dependentes dos elementos do citoesqueleto que se 
encontram em trânsito no local da lesão e não do substrato que vem do corpo 
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celular (Snider, Zhou et al. 2002). Cajal (1928) definiu a “zona germinativa” como a 
região proximal à lesão onde ocorre o brotamento dos axónios.  
Para que se inicie a remielinização, o axolema tem de entrar em contacto com as 
células de Schwann das bandas de Büngner e a sua extensão é determinada pelas 
dimensões do axónio (Hildebrand, Bowe et al. 1994). 
A recuperação funcional do nervo depende não só da capacidade de os axónios 
atingirem o segmento distal, mas também do facto de as fibras ocuparem as colunas 
de células de Schwann destinadas aos locais corretos (Sunderland S 1978, Brushart 
T M 1988). Este facto explica por que razão as lesões de estiramento ou neuropraxia 
em que o alinhamento das fibras é preservado, a recuperação é total (Spiegel, 
Seaber et al. 1993), enquanto pelo contrário, se num nervo misto, as fibras 
sensitivas regeneradas se orientarem ao longo das colunas cujo destino é as placas 
motoras do músculo estriado e que deveriam ser ocupadas por fibras motoras, a 
função muscular não será recuperada (Junqueira LC 2013). No entanto, os factos 
descritos pela teoria da especificidade (Seckel BR 1986) parecem demonstrar que 
os axónios tendem a evitar ligações erróneas dado apresentarem um crescimento 
preferencial em direção aos órgãos alvo que originalmente enervavam assim como 
apresentarem um crescimento preferencial em direção a outro axónio em vez de 
outro tipo de tecido (Mackinnon SE 1985, Lundborg G 1986). Esta especificidade da 
reinervação depende de dois tipos de fatores (Dubový P 2004): 
• Fatores mecânicos – correta coaptação dos dois topos nervosos e que é 
dependente da experiência e capacidade técnica do cirurgião; neste caso, 
parece existir vantagem de deixar um pequeno espaço entre os dois topos 
para permitir a regeneração seletiva dos axónios sensitivos e motores até 
ao órgão alvo ao qual estavam previamente ligados!(Dubový P 2004) 
• Fatores biológicos – correspondem aos fatores neurotróficos e 
neurotrópicos produzidos no local da lesão, sendo de relevar que uma 
grande quantidade de brotamentos axonais não atingem o segmento distal 
e são destruídos precocemente por falta de sinais quimiotáticos 
provenientes da zona distal (Brushart T M 1993, Varejão ASP 2003) 
 
É com base nestes princípios que a produção de tubos-guia ou neurotubo, com a 
finalidade de orientar os brotamentos axonais e criar um microambiente no seu 
interior capaz de facilitar a regeneração dos nervos, tem sido cada vez mais 
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recomendado por diversos autores (Lundborg G 1982, Gibson KL 1991, Madison RD 
1992, Hundson TW 2000, Lee WP 2000, Heijke GCM 2001, Meek M F 2002). 
 
2.2.2. Fatores que influenciam a regeneração do Nervo Periférico 
 
A seletividade, capacidade e velocidade de regeneração e crescimento das fibras 
motoras e sensitivas é ainda controverso (Suzuki, Ochi et al. 1998, Dubový P 2004). 
Embora seja consensual que as células de Schwann promovem a regeneração 
nervosa e que existe um sincronismo biológico que regula os diferentes sinais 
ambientais, é também evidente que este sincronismo ainda não está completamente 
compreendido (Gravvanis A I 2005). Existem no local da lesão diversas moléculas 
que apresentam efeitos sobre as células de Schwann e podem ser subdivididos 
consoante a sua origem!(Chen, Yu et al. 2007): Moléculas de Matriz Extracelular 
(Laminina, Distroglicano, L-periaxina, tPA/plasminogénio, Fibrina), Fatores 
Neurotróficos e Recetores (Fator de Crescimento Derivado do Cérebro (BDNF), 
recetor da neurotrofina p75 (p75 NTR), Fator de crescimento Fibroblástico (FGF-2), 
Fator de Crescimento Transformante β (TGF-β)), Reguladores intracelulares 
(Mensageiro PI3-Kinase/Akt, Ciclina D1). 
A matriz extracelular do endoneuro (MEC) é o conjunto de sustâncias que 
envolvem as fibras nervosas, preenchendo os espaços intrafasciculares e é limitada 
pelo perineuro. As células de Schwann e os fibroblastos, sob o controlo dos axónios, 
são as células responsáveis pela produção destas moléculas e intervêm diretamente 
na inibição ou estimulação do crescimento axonal (Carey JD 1983), criando um 
microambiente mais propício à regeneração neuronal, mas que se degrada ao longo 
do tempo, atrasando a regeneração axonal, deteriorando-se a um ritmo maior que o 
da regeneração dos motoneurónios, reduzindo ainda mais a sua capacidade de 
regeneração (Fu S Y 1995, Sulaiman OAR 2002). A MEC contém 4 categorias de 
componentes (Dubový P 2004):  
• Colagénios 
• Glicoproteínas não-colagénios  
• Glicosaminoglicanos 
• Proteoglicanos 
Os fenómenos de adesão entre axónios, entre axónios e células de Schwann e 
entre axónios e as membranas basais, são regulados por diversas moléculas 
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fundamentais, genericamente designadas por MACs (moléculas de adesão celular) 
(Avelino AM 2004, Luís 2008). 
A laminina é uma glicoproteína produzida pelas células de Schwann cujas 
funções biológicas são promover o crescimento e migração celular, promover a 
regeneração de tecidos, promover a diferenciação e adesão celular (Dubový P 2001, 
Akassoglou and Strickland 2002, Dubový P 2004), atuando como substrato na 
regeneração axonal, estimulando o crescimento axonal, tem também um importante 
papel na especificidade de reinervação do tecido alvo (Kauppila 1998, Dubový P 
2004) e suportando um ambiente propício às células de Schwann (Chen, Yu et al. 
2007). Também a tenascina e as tromboplastinas são glicoproteínas com a função 
de promover o crescimento axonal (Dubový P 2004). A fibronectina é uma 
glicoproteína (MAC) cujas funções são promover a adesividade entre células e 
destas com a membrana basal e é um promotor do crescimento axonal e de 
migração das células de Schwann (Tong, Hirai et al. 1994). O ácido polissiálico é 
uma molécula que é re-expressa no axónio quando este é seccionado aumentando 
o número de brotamentos colaterais supranumerários no local da regeneração, 
regulando o nível necessário de adesão axónio-axónio e mediando a degeneração 
dos brotamentos que se projetaram inapropriadamente nas vias cutâneas (Franz CK 
2005). As Netrinas-1 e 2 são proteínas que também parecem ter algum efeito na 
regeneração axonal, especialmente em lesões de neurotmese, pois os seus 
recetores aparecem sobre-expressados nestas lesões, mas não nas lesões de 
axonotmese ou em nervos normais!(Madison R D 2000). 
O monóxido de azoto (NO) é um radical livre com funções biológicas a nível do 
sistema nervoso central e periférico, cardiovascular e imunitário (Garthwaite J 1991, 
Kilbourn RG 1997, Johnson ML 1998), tendo grande importância na mediação 
celular da desmielinização e na indução de citotoxicidade (Conti G 2004), podendo 
causar morte celular por apoptose ou necrose (Bal-Price A 2000). 
Os radicais livres de oxigénio são produtos resultantes da degradação lipídica 
(com forte presença nos SNC e SNP). Todos estes radicais livres, assim com o NO 
parecem ter um papel importante na dor neuropática e no atraso da recuperação 
após lesão do nervo periférico (Khalil Z 1999, Khalil Z 2001).  
A quinona pirroloquinolona (PQQ) é uma substância com efeito antioxidante, 
com capacidade para estimular a regeneração do nervo periférico (Liu, Li et al. 
2005). 
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O ácido gama-amino butírico (GABA) é um neurotransmissor inibitório com um 
papel na regulação da transmissão nociceptiva. A ação desta substância na 
regeneração do SNP ainda não é clara, apesar de se saber que existem alterações 
da sua expressão quando há lesões do nervo periférico (Polgár E 2003). 
Os fatores neurotróficos são polipeptídeos (citoquinas e fatores de crescimento) 
produzidos pelo tecido alvo, pelas células da glia (no SNC), pelas células de 
Schwann (no SNP) e pelo neurónio (Yuen EC 2001). As principais funções destas 
substâncias prendem-se com o suporte do desenvolvimento, manutenção e 
plasticidade das diferentes populações de neurónios (Fu SY 1997, Terenghi G 1999, 
Chen, Yu et al. 2007), e os seus efeitos parecem estar limitados à distância entre os 
dois topos de cerca de 5 mm (Kuffler DP 1989, Dubový P 2004). Embora estas 
substâncias sejam endógenas, é possível serem adicionadas ao local da lesão, 
embora a sua adição de uma forma fisiológica e de acordo com as necessidades a 
cada momento, seja ainda difícil de controlar (Schmidt CE 2003, Chalfoun, Wirth et 
al. 2006). Estes fatores, assim como as proteínas da matriz extracelular, induzem o 
crescimento axonal por via intracelular, embora a forma como o fazem é ainda 
pouco clara. Até à data, é reconhecido que o resultado final ao nível da regeneração 
é ditado pela interferência de efeitos quer destes fatores quer das proteínas da MEC 
(Chen, Yu et al. 2007). Dos factores neurotróficos com influência na regeneração de 
nervo periférico salientam-se: 
• BDNF (Fator de crescimento derivado do cérebro) (Sendtner M 1992, 
Al-Majed AA 2000a, Al-Majed AA 2000b, Boyd and Gordon 2003, Gordon 
T 2003, Kobayashi and Hyu 2010) 
• NGF (Fator de crescimento do nervo) (Rich, Alexander et al. 1989, 
Santos, Rodrigo et al. 1998, Gordon T 2003) 
• TGF-α (Fator de necrose tumoral alfa) e interleucina 1α (Wagner R 
1996, Stark B 2001, Stoll G 2002) 
• CNTF (Fator neurotrófico ciliar) (Newman, Verity et al. 1996, Siegel, 
Patton et al. 2000) 
• GDNF (Fator de crescimento derivado das células da Glia (Fine, 
Decosterd et al. 2002) 
• Neurotrofinas 3 e 4/5 (NT-3 e NT-4/5) (Boyd and Gordon 2003) 
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Algumas citoquinas, como a interleucina-6 e o fator inibitório leucémico 
contribuem para a regeneração do nervo periférico (Chen, Yu et al. 2007). 
A MAG (glicoproteína associada à mielina) é uma molécula que parece ter um 
efeito promotor da regeneração sensorial em detrimento da reinervação motora, 
tendo nesta um efeito inibitório (Mears S 2003, Dubový P 2004). 
Finalmente, a acetil-L-carnitina (ALCAR), é uma molécula cuja atividade, 
previne a libertação de radicais livres de oxigénio, prevenindo assim a lesão celular, 
tendo uma ação neuroprotetora (Tesco, Latorraca et al. 1992, Hart AM 2004). 
Também algumas hormonas parecem ter influência na Regeneração de Nervo 
Periférico (RNP) como as hormonas tiroideas que parecem apresentar um efeito 
positivo na regeneração de nervo periférico (Barakat-Walter I 1999). A 
progesterona que apresenta efeitos positivos, por duas vias, estimulando o 
crescimento e maturação axonal e accelerando diretamente o processo de 
mielinização!(Koenig, Gong et al. 2000). A eritropoietina que está associada a um 
aumento da recuperação funcional em lesões de nervo periférico (Yin, Zhang et al. 
2010) 
Existem ainda alguns que são fatores externos ao organismo e que influenciam 
igualmente a regeneração do nervo como o tipo de lesão, o período de 
desenervação, o local da lesão, diâmetro da fibra lesada, a idade e espécie do 
paciente (Sunderland S 1985). Regra geral, é aceite que pacientes mais jovens 
apresentam um maior potencial de produzir brotamentos axonais em comparação 
com pacientes mais idosos, tendo assim uma maior capacidade regenerativa. Este 
facto pode ser explicado por axónios de animais jovens terem um maior número de 
axónios motores, ou porque a área do axoplasma dos axónios motores é maior que 
o dos sensitivos (Brushart T M 1988, Robinson GA 2004). É também importante 
referir que a interação do corpo celular e o axónio é comprometido pelo decréscimo 
do transporte axonal anterógrado (Brunetti M 1987) e retrógrado (Jacob J 1990), 
havendo um decréscimo na produção de recetores de fatores neurotróficos em 
neurónios mais velhos (Johnson H 1996).    
O local da lesão parece ter grande importância quanto ao prognóstico a 
estabelecer. Assim tem-se verificado que quanto mais distais forem as lesões 
melhor é o prognóstico, o que pode ser explicado pela presença de fatores tróficos 
produzidos pelos órgãos alvo (Madison RD 1996, Franz CK 2005), sendo necessária 
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a manutenção do contacto com o órgão alvo (Brushart T M 1993, Madison RD 1996, 
Robinson GA 2004, Franz CK 2005, Redett R 2005, Robinson GA 2005). 
São também considerados fatores externos, todos aqueles cuja origem é 
externa ao organismo e que podem ser aplicados no organismo quer por via 
sistémica, quer mais especificamente na zona da lesão, e que afetam a regeneração 
nervosa, como campos elétricos (Mendonça AC 2003), campos magnéticos (De 
Pedro, Pérez!Caballer et al. 2005), ultrassons (Sato, Motoyoshi et al. 2016), 
fototerapia (Takhtfooladi and Sharifi 2015), e outros como o CNTF (Siegel, Patton et 
al. 2000), o ALCAR (Hart AM 2004) ou a aplicação de plasma rico em plaquetas – 
PrP (Yu, Wang et al. 2011) e ainda a aplicação no local da lesão de sistemas 
celulares como células neurais diferenciadas in vitro (Luis, Rodrigues et al. 2008) ou 
células estaminais (Gärtner, Maurício et al. 2013, Gartner, Pereira et al. 2014). A 
vantagem do conhecimento destes fatores é o facto de permitir a sua manipulação 
tendo por objetivo o desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas vindo ao 
encontro com o atual conceito de Engenharia de Tecidos. 
Os ultrassons de baixa intensidade (0,5W/cm2) parecem acelerar ligeiramente a 
regeneração do nervo periférico, mas quando estes são utilizados com uma 
intensidade de (1 W / cm2) já parecem atrasar a regeneração (Lowdon, Seaber et al. 
1988, Raso, Barbieri et al. 2005, Sato, Motoyoshi et al. 2016). 
A fototerapia, com recurso a laser apresenta ainda alguns resultados 
contraditórios que podem ser explicados pela grande variedade e formas de 
aplicação deste tipo de terapêutica (Chen, Hsu et al. 2005, Takhtfooladi and Sharifi 
2015). Chen e seus colaboradores (Chen, Hsu et al. 2005), apresentam resultados 
negativos da aplicação de laser pulsado de baixa intensidade, no entanto outros 
autores como Rochkind e seus colaboradores defendem que a aplicação de 
fototerapia laser de baixa intensidade (780 nm) apresenta efeitos positivos na 
regeneração nervosa (Anders, Geuna et al. 2004, Rochkind, Leider-Trejo et al. 2007, 
Rochkind, Geuna et al. 2009). 
A estimulação elétrica parece melhorar a regeneração nervosa, através da 
sincronização da reinervação do topo distal, embora alguns autores defendam que 
não parece apresentar qualquer melhoria na velocidade de regeneração (Al-Majed 
AA 2000a, Al-Majed AA 2000b, Brushart TM 2002, Brushart T M 2005) no entanto 
estudos mais recentes defendem o contrário (Ashour, Elbaz et al. 2015). Willand, 
conclui que a estimulação elétrica de baixa intensidade, aplicada diretamente, 
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melhora a regeneração morfológica e funcional em lesões de axonotmese, 
provavelmente por atrasar a degeneração axonal e estimular a formação de 
brotamentos – fenómeno designado na bibliografia por “sprouting” e por acelerar a 
regeneração da bainha de mielina (Mendonça AC 2003, Willand, Nguyen et al. 
2015).!Outros mecanismos que explicam a melhoria da regeneração nervosa através 
da estimulação elétrica são: i) o recrutamento de mais motoneurónios em 
regeneração que penetram mais cedo no topo distal (Brushart TM 2002), ii) e a 
estimulação do corpo celular aumentando a produção de BDNF e TrkB (Al-Majed AA 
2000a, Al-Majed AA 2000b), que por sua vez interfere com a regulação do cálcio e 
da Adenosina monofosfato ácida (cAMP) (Brushart TM 2002), evitando a entrada de 
iões de Ca2+ e Na+ para o interior da fibra e a saída de K+ para o seu exterior, 
evitando que o axoplasma se torne positivo ao mesmo tempo que no interior do 
axónio estimula o transporte axonal (Mendonça AC 2003). Al-Majed demonstrou que 
1 hora de estimulação elétrica originou um aumento de 35% no número de 
neurónios originais aferentes que reinervam o músculo alvo correto (Al-Majed AA 
2000b), enquanto Brushart demonstrou que a aplicação de uma hora de estimulação 
elétrica no momento da cirurgia, promove o retorno dos axónios sensoriais ao seu 
tecido de origem (Brushart T M 2005). Vários autores defendem que correntes 
elétricas de baixa intensidade apresentam mais vantagens e efeitos mais positivos 
na regeneração do nervo periférico (Mendonça AC 2003). 
Alguns autores defendem que o stress parece inibir a regeneração do nervo 
periférico, e apesar de este facto ser ainda controverso e pouco claro, são 
avançadas como explicações as seguintes hipóteses (Ohara, Kawamura et al. 1991, 
Amako and Nemoto 1998): 
• Efeito da hormona corticotrófica na regeneração do nervo periférico 
• Reações e reflexos anormais via sistema nervoso autónomo 
• Influência do stress no sistema nervoso central provocando a libertação de 
agentes neuroquímicos endógenos capazes de afetar a regeneração 
neuronal 
• Influência direta do stress na formação de tecido conjuntivo e formação de 
tecido cicatricial 
• Alterações nutricionais que levem à inibição da síntese de matriz pelo 
nervo ou transporte axonal 
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• Alterações endócrinas ou do Sistema nervoso Autónomo (SNA) que afetem 
o sistema vascular do nervo ou barreira hemática 
Outros agentes como alguns fármacos imunossupressores, o FK506 (tacrólimos) 
e a ciclosporina A, parecem ter efeitos benéficos na regeneração do nervo 
periférico (Gold BG 1995, Hebebrand D 1997, Sulaiman OAR 2002, Gordon T 2003, 
Udina, Voda et al. 2003, Udina E 2004, Brenner MJ 2005, Sosa I 2005), no entanto e 
mais recentemente num estudo clínico de fase II em humanos, o FK506, apesar de 
se ter revelado seguro, não demonstrou nenhum efeito benéfico na regeneração de 
nervo periférico (Phan and Schuind 2012). 
Alguns biomateriais utilizados no desenvolvimento de membranas e tubos-guia 
utilizados na regeneração de nervo periférico parecem apresentar um efeito 
promotor na migração e proliferação das células de Schwann, como o quitosano 
que é um polissacarídeo derivado da quitina que apresenta ainda propriedades anti-
tumorais e antimicrobianas (Yuan Y 2004, Zheng and Cui 2012). 
O uso de sistemas celulares capazes de se diferenciarem em células do tipo 
neurogliais pode melhorar a recuperação sensitiva e motora. Células estaminais 
mesenquimatosas da medula óssea, tecido adiposo ou do tecido do cordão 
umbilical, as células estaminais embrionárias, ou mesmo as células estaminais 
hematopoiéticas da medula óssea são os sistemas celulares mais frequentemente 
testados e utilizados para promoverem a regeneração do tecido nervoso periférico. 
Os sistemas celulares implantados nas zonas de lesão nervosa podem produzir 
fatores de crescimento ou moléculas da matriz extracelular, ou podem modular o 
processo inflamatório, de forma a melhorar a regeneração nervosa (Luis, Rodrigues 
et al. 2007, Luís, Rodrigues et al. 2008, Amado, Rodrigues et al. 2010, Simoes, 
Amado et al. 2010, Gu, Ding et al. 2011, Gartner, Pereira et al. 2012, Gärtner, 
Pereira et al. 2013, Gartner, Pereira et al. 2014). Alguns autores também aplicaram 
células neurogliais diferenciadas in vitro a partir de células de neuroblastoma, no 
entanto, com evidentes desvantagens associadas à sua natureza e origem 
neoplásica (Luis, Rodrigues et al. 2008). Os sistemas celulares podem ser aplicados 
localmente utilizando um veículo apropriado, como por exemplo um hidrogel, dentro 
dos tubos-guia que são interpostos entre os topos proximal e distal do nervo ou 
podem ser infiltrados na área da lesão de esmagamento, nos casos de neurotmese 
e axonotmese respetivamente. Alternativamente podem ser previamente 
adicionados ao tubos-guia fazendo o sistema celular crescer in vitro em 
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monocamada sobre o biomaterial a aplicar posteriormente na lesão (Maurício, Luís 
et al. 2011). 
 
3. Cirurgia do Sistema Nervoso Periférico 
 
Quando um nervo é seccionado pode ser reparado de várias formas (Seddon H 
1972, Matsuyama, Mackay et al. 2000), sendo os melhores resultados obtidos 
quando não há perda de substância, pois permite a anastomose primária ou sutura 
topo-a-topo dos dois topos nervosos. No entanto esta abordagem nem sempre é 
possível, e quando há perda de substância entre os dois topos nervosos são 
necessárias diferentes estratégias cirúrgicas a fim de evitar suturas sob tensão 
(Ijkema-Paassen J 2004). Desde a década de 70 que se iniciou a aplicação de 
enxertos autólogos de nervo e mais recentemente de tubos condutores que podem 
ser biológicos (por exemplo, veias) ou sintéticos (tubos guia, de diversos 
biomateriais e origens)!(Pfister, Papaloïzos et al. 2007, Luis, Rodrigues et al. 2008, 
Pfister, Gordon et al. 2011, Gartner, Pereira et al. 2012, Gärtner, Pereira et al. 2012). 
As anastomoses nervosas com ou sem interposição de enxertos autólogos, 
heterólogos ou tubos-guia condutores da regeneração, são soluções cirúrgicas 
atualmente utilizadas na cirurgia de nervo periférico que quase sempre implicam a 
utilização de técnicas e material de microcirurgia e de microscópio cirúrgico ou lupas 
de aumento (Birch 2011) (Figura 5). O sucesso da reparação nervosa não pode ser 
apenas avaliado pela recuperação anatómica da estrutura nervosa, mas deve ser 
acompanhada pela recuperação funcional do nervo, e para tal é fundamental que 
Figura!5!*!Caixa!de!material!de!microcirurgia 
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sejam estabelecidas as corretas conexões entre axónios motores e sensoriais do 
topo proximal com os seus equivalentes do topo distal (Brushart T M 1983). A 
obtenção de melhores resultados está igualmente associada à escolha da técnica 
cirúrgica mais apropriada para cada lesão, pelo que o cirurgião tem de conhecer e 
estar familiarizado com os diversos métodos de reparação nervosa à sua disposição 
(Naff and Ecklund 2001, Ijkema-Paassen J 2004). A tensão no local da sutura 
diminui o aporte sanguíneo, causando danos nervosos irreparáveis e conduzindo a 
uma má regeneração, comprometendo deste modo a recuperação funcional 
(Lundborg and Rydevik 1973, Miyamoto 1979, Clark, Trumble et al. 1992) e aumenta 
a probabilidade de formação de neuromas e aparecimento de dor neuropática 
(Dellon and Mackinnon 1988), principais complicações da anastomose de nervo 
periférico. O tratamento dos neuromas passa pela excisão cirúrgica do neuroma, 
com elevado risco de recidiva, apresentando uma eficácia de cerca de 80%. O 
tratamento médico, através do uso de anti-inflamatórios é geralmente pouco eficaz!
(Tyner, Parks et al. 2007).  
A gravidade da lesão do nervo altera de forma drástica o prognóstico quanto à 
recuperação morfológica e funcional, sendo influenciado pela distância de 
afastamentos dos topos nervosos e da presença de algum tipo de material que 
estabeleça a ponte entre os dois topos (Madison RD 1999). Este facto é de extrema 
importância na escolha da correção clínica, assim como das expectativas de 
recuperação de cada tipo de lesão, pois em lesões de neurotmese (Figura 6) o uso 
de suturas topo-a-topo diretas ou uso de enxertos de nervo permitem aos axónios 
em regeneração encontrarem-se imediatamente em contato com o microambiente 
da linha de sutura, enquanto na técnica de tubulação os axónios inicialmente 
Figura!6!*!Lesão!de!neurotmese!com!preservação!estrutural!do!nervo!periférico!(Ilustração!de!Duarte!Monteiro)!
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regeneram para o espaço vazio, o que resulta num menor número de axónios 
motores a entrar em contacto com o órgão efetor (Madison RD 1999). Já em lesões 
de axonotmese ou de neuropraxia, a manutenção da lâmina basal das células de 
Schwann servem de guia aos axónios em regeneração, o que permite uma maior 
precisão da regeneração, permitindo que maior número de axónios atinjam o órgão 
alvo (Witzel C 2005). No caso das lesões de neurotmese, seria lógico pensar que a 
especificidade da reinervação sensitiva/motora fosse aumentada com um maior 
alinhamento dos topos nervosos, por forma a evitar a dispersão das fibras sensoriais 
e motoras no local da lesão. Para tal, existem diversas técnicas de neurorrafia 
possíveis: 
• Sutura topo-a-topo clássica ou epineural (epineuro-epineuro) 
• Sutura inter-fascicular 
• Sutura oblíqua 
• Sutura terminolateral 
• Utilização de cola de fibrina 
 
A 
evolução de técnicas de microcirurgia, assim como da bioengenharia, tem 
disponibilizado aos cirurgiões diferentes técnicas de resolução das lesões de nervo 
periférico que apresentam afastamento dos topos nervosos:  
• Interposição de autoenxertos 
• Aplicação de flaps epineurais 
• Técnica de tubulação 
• Utilização de fatores de crescimento 
• Utilização de sistemas celulares capazes de promover a regeneração 
nervosa 
Figura!7!*!Sutura!interfascicular!(Ilustração!de!Duarte!Monteiro)!
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• Combinação entre as técnicas anteriores 
 
O cirurgião, conhecendo as diferentes opções pode optar pela que considere a 
melhor alternativa para cada caso, podendo ainda utilizar combinações de diferentes 
técnicas, otimizando assim os resultados. 
As técnicas de neurorrafia mais básicas são a técnica epineural e a técnica 
interfascicular. É ainda controversa a vantagem de uma das técnicas relativamente 
à outra, pois ambas apresentam vantagens e desvantagens. A técnica epineural é 
tecnicamente mais simples e rápida de realizar, implica uma menor manipulação 
tecidual (permitindo melhor preservação das estruturas internas do nervo assim 
como do seu suprimento sanguíneo) (Matsuyama, Mackay et al. 2000). A técnica 
interfascicular permite um melhor alinhamento entre os respetivos tubos 
endoneurais, mas, para que tal seja possível, é necessário a distinção dos feixes 
motores e sensitivos, sob pena de se obter um alinhamento impróprio que é ainda 
mais prejudicial (Millesi 2006). No entanto, esta técnica tem como principais 
desvantagens a formação de uma cicatriz no local da sutura, potencial dano das 
fibras interfasciculares (pela manipulação cirúrgica) e interrupção do suprimento 
sanguíneo, é mais morosa e tecnicamente mais complicada de executar 
(Matsuyama, Mackay et al. 2000).  
Em ambas as técnicas se podem obter bons resultados, no entanto o cirurgião 
deve ter em conta que a presença de suturas demasiado fechadas pode ser 
responsável por alinhamentos impróprios (Millesi 2006), e com isso, maus resultados 
funcionais. 
Uma outra opção é o uso de cola de fibrina, que apresenta como principais 
vantagens o facto de ser uma técnica mais simples e rápida de executar, capaz de 
promover a regeneração nervosa, uma menor resposta inflamatória local e tem uma 
menor interferência na microcirculação local (Martins, Siqueira et al. 2005). A 
principal desvantagem prende-se com o facto de a sua aplicação estar limitada a 
nervos de pequeno calibre (Martins, Siqueira et al. 2005). 
A anastomose topo-a-topo com seccionamento do nervo a 90º é a técnica 
clássica, mas alguns autores (Kotulska, Marcol et al. 2006) concluíram que quer a 
sutura obliqua direta quer a sutura oblíqua com interposição de um enxerto, quando 
realizada com um ângulo de 30º produz uma melhor recuperação quer funcional 
quer morfológica. Neste estudo, o número de axónios mielinizados e o se
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no topo distal assim como o número de células de Schwann eram maiores nos 
grupos com anastomoses realizadas com o ângulo de 30º, quando comparados com 
a técnica clássica. A fibrose epineural e intraneural era significativamente menor nas 
anastomoses realizadas a 30º, o que é importante, pois o excesso de tecido 
conectivo pode dificultar mecanicamente a progressão da regeneração. Neste 
estudo, a avaliação funcional é consistente com os resultados morfológicos obtidos 
(Kotulska, Marcol et al. 2006). 
Existem no entanto outras técnicas que tal como a anterior visam o objetivo de 
aumentar a superfície de contacto entre os dois topos, como é o caso da 
interposição de um anel metálico externo ao epineuro (Kayıkçıoğlu, Karamürsel et al. 
2004). 
Os casos de lesão nervosa mais complicados são, como já referido, as situações 
em que a neurotmese é acompanhada com perda de tecido nervoso, que impede a 
neurorrafia direta ou que esta seja efetuada com excesso de tensão. Alguns autores 
comprovaram que a sutura topo-a-topo é a técnica que apresenta melhores 
resultados, mas unicamente quando é passível de ser realizada sem tensão na linha 
de sutura (Smith and Robinson 1995, Maeda T 1999). 
O recurso a enxertos, nomeadamente autólogos, tem sido amplamente utilizado 
como um dos métodos de eleição para reparação cirúrgica, em caso de perda de 
tecido nervoso, sendo ainda considerado o Gold Standard. No entanto, este método 
apresenta também várias desvantagens! (Millesi H 1990, Madison RD 1992, Dahlin 
and Lundborg 1998, Flores AJ 2000, Lee AC 2003, Varejão. 2003, Udina E 2004, 
Bellamkonda 2006, Tyner, Parks et al. 2007): 
• Necessidade de uma segunda intervenção cirúrgica e a morbilidade 
causada no local dador 
• O diâmetro do enxerto de nervo autólogo é frequentemente mais pequeno;  
• Reinervação frequentemente insatisfatória 
• Risco de necrose do enxerto autólogo ao longo da sua extensão, devido a 
má vascularização 
• Surgem alterações de natureza sensorial 
• Formação de neuromas e de tecido fibroso junto à segunda linha de sutura 
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Em casos de enxertos autólogos e em alotransplantes, de forma a evitar o 
máximo de morbilidade no local da colheita, usam-se normalmente nervos sensitivos 
como: o nervo sural, o nervo grande auricular, o ramo anterior do nervo antebraquial 
medial, o ramo cutâneo dorsal do nervo ulnar, o ramo sensorial superficial do nervo 
radial! (Matsuyama, Mackay et al. 2000, Pogrel 2002). É sabido que a utilização de 
nervos sensitivos não promove uma ótima regeneração de axónios motores, quando 
comparada com a regeneração induzida por nervos mistos (Nichols CM 2004). O 
que poderá ser uma razão para maus resultados. Apesar das técnicas de 
microcirurgia utilizadas após reparação de nervos periféricos destruídos, lesados ou 
em reconstruções dos plexos braquiais, os resultados não são dececionantes mas 
são piores do que se gostaria, devido a atrofias musculares que surgem durante o 
período de desinervação. Desde o início do século XX que existem ensaios e 
experiências tentando ultrapassar estas limitações. O conceito de tubulação 
envolve o uso de um canal oco, construído em material natural ou sintético, 
designado por tubo-guia, que é interposto nos segmentos lesionados. Durante as 
últimas décadas, e no sentido de se ultrapassarem as desvantagens encontradas, 
especialmente com a utilização dos enxertos autólogos, diversos laboratórios têm 
investigado a aplicação de tubos de diferentes biomateriais em lesões de nervo 
periférico, que se baseia na orientação das fibras nervosas (denominado fenómeno 
de quimiotropismo) permitindo que as fibras do topo proximal se encontrem com as 
do topo distal, através de sinais químicos originados no topo distal (Hundson TW 
2000). A utilização de biomateriais para fabrico de tubos-guia tem sido alvo de 
grande interesse e muitos autores têm realizado investigação neste sentido, 
incluindo o grupo de investigação em que se insere o trabalho desta dissertação 
(Lundborg G 1982, Gibson KL 1991, Madison RD 1992, Meyer RS 1997, Steuer H 
Figura!8!*!Técnica!de!tubulação!(Ilustração!de!Duarte!Monteiro)!
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1999, Hundson TW 2000, Lee WP 2000, Heijke GCM 2001, Meek M F 2002, Lee AC 
2003, Varejão. 2003). 
Na técnica de tubulação, ambos os topos nervosos são introduzidos dentro do 
tubo-guia, fazendo este a ponte entre os dois topos. Ambos os topos nervosos são 
fixados ao tubo-guia através de sutura com fio monofilamentar não absorvível de 
calibre 7-0 a 9-0, com 2 a 3 pontos simples entre o tubo-guia e o epineuro, 
permitindo a regeneração, por crescimento do topo proximal em direção ao topo 
distal (Stoll G 2002). 
Baseadas na técnica de tubulação, alguns autores têm desenvolvido outras 
abordagens, como a técnica do flap epineural (Karacaoğlu, Yüksel et al. 2001, 
Siemionow, Tetik et al. 2002, Tetik, Ozer et al. 2002, Ignatiadis, Yiannakopoulos et 
al. 2007, Siemionow and Brzezicki 2009), que consiste em efetuar o desbridamento 
cirúrgico do epineuro sem lesar os fascículos nervosos subjacentes, removendo-o 
completamente ou não e fazendo deslizar a manga criada suturando-a ao outro topo 
nervoso. Regra geral, os resultados são melhores quando é utilizado o epineuro do 
topo proximal. Esta técnica necessita da interposição, ainda que possa ser 
temporária (durante a cirurgia), de um biomaterial que forneça sustentação ao tubo 
de epineuro, para que este não colapse e seja possível a realização da técnica. O 
colapso do lúmen após a remoção do tubo de biomaterial usado para sustentação, 
parece estar associado aos maus resultados obtidos quando esta técnica é aplicada 
em grandes defeitos nervosos (Ignatiadis, Yiannakopoulos et al. 2007). Por esta 
razão e por se tratar de uma técnica de difícil execução e que aumenta muito o 
tempo de cirurgia, não tem sido muito explorada. 
 
4. Métodos de Avaliação de Regeneração e Recuperação funcional 
 
A experimentação animal em regeneração de nervo periférico é geralmente 
realizada em nervo ciático de rato (Dellon and Mackinnon 1988). A pesquisa nesta 
área necessita de combinar a avaliação da recuperação quer a nível funcional quer a 
nível morfológico. A avaliação funcional é mais difícil de obter de forma objetiva, não 
existindo um único método consensual de avaliação, sendo por isso recomendados 
diversos métodos de avaliação funcional, utilizados por diversos investigadores 
nesta área (Morris 1972, Varejão ASP 2001, Varejão ASP 2001, Varejão ASP 2004, 
Luís 2008, Luis, Rodrigues et al. 2008) (Figura 9): 
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• Reação postural de extensão (RPE) 
• Avaliação sensorial (WRL) 
• Avaliação da pegada 
o Índice de funcionalidade do ciático (SFI) 
o Funcionalidade do ciático em condições estáticas (SSI) 
 
 Entre os diversos testes de avaliação motora e nociceptiva, os testes de reação 
postural de extensão (RPE)!(Thalhammer, Vladimirova et al. 1995) e de avaliação 
sensorial (WRL) respetivamente, provaram ser métodos fiáveis, válidos e altamente 
eficientes na determinação da recuperação funcional após lesão nervosa do nervo 
ciático (Gärtner, Pereira et al. 2013).  
O RPE é um teste funcional de fácil execução e permite uma avaliação motora 
mesmo quando não é possível a avaliação da pegada (regra geral, por 
autotomia),com resultados comparáveis a esta última. 
A avaliação sensorial (WRL) é um teste de avaliação funcional sensitiva que se 
baseia na quantificação do reflexo flexor quando sujeito a uma estimulação térmica 
(Hu, Hu et al. 1997, Varejão ASP 2003). 
Ambos os testes dependem da sensibilidade do operador, devendo ser sempre 
realizado pelo mesmo operador, na mesma sala, na mesma sequência, num 
Figura!9!*!A!*!WRL;!!B!
*!SSI;!C!*!SFI;!!!!!!!!!D!*!
RPE;! E! *! Corredor!
para! realização! do!
SFI!
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ambiente calmo e sempre com o mesmo material, para se evitar variações entre 
leituras (Hadlock, Koka et al. 1998, Koka R 2001). 
 
O estudo da pegada (Walking Track analysis) é um método de quantificação 
da recuperação funcional do nervo ciático desenvolvido por De Medinaceli e seus 
colaboradores (De Medinaceli L 1982), cujo modelo é o rato. A partir deste estudo o 
Índice de Funcionalidade do Ciático (SFI) passou a ser utilizado como ferramenta 
na avaliação funcional das lesões do ciático em ratos, com resultados precisos e 
fiáveis (Bain, Mackinnon et al. 1989, Varejão ASP 2003, Varejão ASP 2004, Nichols, 
Myckatyn et al. 2005, Luís, Amado et al. 2007, Luis, Rodrigues et al. 2007, Luis, 
Rodrigues et al. 2007, Luis, Rodrigues et al. 2008). No entanto, em algumas 
circunstâncias a medição do comprimento da pegada não era possível medir, pelo 
que um outro método de avaliação da pegada foi proposto por Bervar (Bervar M 
2000) denominado Índice de Funcionalidade do Ciático em Condições Estáticas 
(SSI)! (Bervar M 2000), passando ambos a ser utilizados de forma corrente nos 
estudos de lesão de nervo periférico (Varejão ASP 2003, Varejão ASP 2004, 
Nichols, Myckatyn et al. 2005, Luís, Amado et al. 2007, Luis, Rodrigues et al. 2007, 
Luis, Rodrigues et al. 2007, Luis, Rodrigues et al. 2008, Gartner, Pereira et al. 2012, 
Gärtner, Pereira et al. 2012, Gartner, Pereira et al. 2014). Os estudos de 
regeneração de nervo periférico são, regra geral, e desde 1982, realizados em 
diversas estirpes de Rattus norvegius, pelo que desde então tem sido estudada a 
impressão da sua pegada para cálculo de dois índices que caracterizam a 
funcionalidade do nervo ciático – o SFI e o SSI. Os valores do SFI e do SSI variam 
entre zero, que corresponde a uma função plenamente normal, e -100 no caso de 
uma disfunção completa do membro experimental!(Kanaya, Firrell et al. 1996, Terris, 
Cheng et al. 1999, Bervar M 2000). O SSI foi proposto por Bervar!(Bervar M 2000), 
como resposta às limitações do SFI tais como a dificuldade de obtenção de pegadas 
de qualidade (Bain, Mackinnon et al. 1989, Hare GMT 1992, Varejão ASP 2001), a 
subjetividade da avaliação (Grasso G 2004), a marcha do animal a velocidade não 
constante ou interrompida (Dellon and Dellon 1991, Dijkstra, Meek et al. 2000), o 
aumento de peso dos animais ao logo do período experimental (Dellon and Dellon 
1991), a compensação por parte do membro normal (Chamberlain, Yannas et al. 
2000, Dijkstra, Meek et al. 2000, Meek MF 2001), o aparecimento de contraturas 
musculares (Kobayashi, Mackinnon et al. 1997, Chamberlain, Yannas et al. 2000, 
!ENGENHARIA(DE(TECIDOS(APLICADOS(À(REGENERAÇÃO(DO(NERVO(PERIFÉRICO(
! JORGE(RUI(MARQUES(RIBEIRO(|(ICBAS;UP(
Pá
gi
na
38
(
Watson, Jejurikar et al. 2001, Sagiv, Shabat et al. 2002) ou a autotomia (Zellem, 
Miller et al. 1989, Navarro, Verdú et al. 1994, Hadlock, Koka et al. 1998, Kauppila 
1998, Rodriguez JF 1999, Luis, Rodrigues et al. 2007). A explicação dos testes 
anteriormente referidos encontra-se descrita no trabalho experimental desta 
dissertação, pelo que optamos por omiti-la nesta secção. 
A avaliação funcional através dos testes referidos previamente apesar de 
extremamente úteis, apresentam como vimos algumas limitações e fragilidades, pelo 
que a análise cinemática da marcha é uma ferramenta de grande utilidade, sendo 
cada vez mais o método de avaliação do movimento mais utilizado (Knudson and 
Morrison 1997) para avaliação, monitorização e diagnóstico! (Winter 2009). A sua 
utilização foi sendo aprimorada ao longo do tempo, através do desenvolvimento 
tecnológico, o que permite a obtenção de mais informação cinemática. Para que tal 
acontecesse, foi fundamental o desenvolvimento de câmaras de vídeo de alta 
velocidade e computadores e programas informáticos sensíveis capazes de detetar 
pequenas alterações, permitindo uma melhor compreensão de patologias quer 
ortopédicas quer neurológicas! (Rowe, Durward et al. 1999) em diversas espécies!
(McLaughlin 2001, Huitema, Hof et al. 2002). Por esta razão iremos aprofundar um 
pouco mais a descrição deste método ao longo deste texto. 
 
A compreensão da análise da locomoção do rato permite uma análise 
biomecânica, que implica coordenação entre receção sensorial, resposta motora e 
integração cortical, sendo cada vez mais utilizada em estudos de lesões de nervo 
periférico e musculares! (Varejão. 2003). A cinemática é uma técnica de avaliação 
do movimento, que descreve os detalhes do movimento em si mesmo, 
independentemente das forças, internas e externas, que o originam!(Winter 2009), e 
envolve variáveis como o deslocamento linear e angular, velocidade e aceleração 
(Nigg and Herzog 2007, Winter 2009). A recuperação da atividade locomotora após 
lesão do sistema nervoso, surgiu como um dos maiores desafios da neurociência 
clínica. Muitos pacientes com lesões neurológicas, quer de nervo periférico quer da 
medula espinal, sofrem de fraqueza muscular e perda de controlo independente das 
articulações, resultando em alterações da marcha. Nos últimos anos, muito se 
desenvolveu em relação à análise da marcha do rato o que alterou 
significativamente a investigação em lesões e regeneração de nervo periférico 
(Costa, Simoes et al. 2009). De facto, o uso de parâmetros biomecânicos permitiu 
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uma valiosa compreensão dos efeitos da desenervação/reinervação do nervo ciático 
e representou uma integração do controlo neural que atua no tornozelo e 
musculatura do pé (Varejão, Cabrita et al. 2003, Varejão ASP 2003, Varejão ASP 
2004). 
O estudo cinemático da marcha do rato para avaliar a recuperação / 
regeneração do nervo ciático foca-se essencialmente na articulação tibio-társica, 
pois o movimento angular desta articulação sofre alterações significativas nas lesões 
de axonotmese e de neurotmese deste nervo misto, assim como durante a sua 
recuperação funcional (Varejão ASP 2003).! 
A análise cinemática necessita que os animais se movimentem em linha reta, 
pelo que eles percorrem um corredor com paredes de acrílico e o movimento é 
captado por uma câmara de alta resolução, sendo o movimento analisado 
posteriormente usando um programa informático apropriado como está 
detalhadamente descrito no trabalho experimental desta dissertação (Varejão ASP 
2001, Varejão, Cabrita et al. 2003, Amado, Simoes et al. 2008) (Figura 10).  
A análise biomecânica 2D (plano sagital ou bidimensional) é realizada aplicando 
um modelo de dois segmentos à articulação do tornozelo, adotado do modelo 
desenvolvido por Varejão e colaboradores (Varejão, Cabrita et al. 2003). Neste 
modelo, são tatuados três pontos com tinta preta, na extremidade proximal da tíbia, 
no maléolo lateral e na cabeça do 5º metatarso. Estes pontos permitem definir dois 
Figura!10!*!Mecanismo!para!obtenção!de!imagens!para!avaliação!cinemática!
(Fotografia!gentilmente!cedida!pela!Professora!Doutora!Sandra!Amado) 
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segmentos rígidos: um que une o joelho ao maléolo (segmento da perna) e outro 
que une o maléolo à cabeça do 5º metatarso (Figura 11). Neste modelo, valores 
positivos e negativos da posição da articulação do calcanhar (ϴº) indicam flexão 
dorsal e flexão plantar do pé, respetivamente. No rato o pé e a perna encontram-se 
em posição neutra, praticamente em ângulo reto, sendo que nesta posição o valor 
do ângulo da articulação tibiotársica é de 90º! (Varejão, Cabrita et al. 2002, Amado 
2007). 
A análise cinemática, apesar de ser uma avaliação objetiva da marcha, pode no 
entanto estar sujeita a alguns erros. Um dos problemas deste tipo de avaliação 
prende-se com o facto de existir mais de um modelo biomecânico bidimensional 
descrito na literatura, especialmente relacionado com a definição dos segmentos 
rígidos! (Metz, Merkler et al. 2000, Yu, Matloub et al. 2001, Varejão, Cabrita et al. 
2002). Um outro problema frequentemente referido na bibliografia prende-se com o 
facto de o movimento da pele na região da articulação do joelho influenciar a 
localização da zona articular!(Metz, Merkler et al. 2000, Basso 2004, Filipe, Pereira 
et al. 2006, Nigg and Herzog 2007). Outros problemas podem resultar em erros na 
determinação da distância entre marcas de coordenadas, como o sistema da 
câmara (erro das lentes), distância entre o corredor e a câmara (com um plano de 
movimento diferente do plano calibrado), erros de projeção (no caso de posição 
obliqua da câmara relativamente ao plano do movimento). Todos estes problemas 
podem resultar em erros de dois tipos!(Nigg and Herzog 2007): 
Figura!11!*!Análise!cinemática!através!da!avaliação!do!movimento!angular!
(Ilustração!de!Duarte!Monteiro)!
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• Erro na determinação das coordenadas das marcas de calibração; 
• Erro na representação dos segmentos cinemáticos usando informação 
das marcas; 
No entanto têm sido sugeridas novas abordagens para corrigir o erro 
relacionado com o movimento da pele, como o método invasivo das marcas (Nigg 
and Herzog 2007). 
O deslocamento angular da articulação tibiotársica durante a fase de suporte é 
definido como a mudança na posição angular (Robertson, Caldwell et al. 2013), 
medida em graus, e a sua análise durante a fase de suporte é de extrema 
importância dado ser nesta fase que se dá a atividade contrátil dos músculos 
posteriores da perna, oferecendo resistência à flexão dorsal e originando uma flexão 
plantar ativa!(Varejão, Cabrita et al. 2003). 
O fator de suporte define o rácio entre a duração de contacto com o chão do 
membro experimental e do membro normal, durante a marcha (Walker, Resig et al. 
1994), que deve ser próximo dos 100% em membros sem lesão e apresenta valores 
inferiores para membros com lesão do nervo ciático. 
A velocidade da marcha é um parâmetro que influencia a duração das fases da 
locomoção (apoio e suspensão)! (Gillis GB 2002), sendo expressa em centímetros 
por segundo (cm/s). 
A duração da fase de suporte consiste no intervalo de tempo (expressa em 
milissegundos (ms)) em que o membro está em contacto com o solo (Craik and 
Oatis 1995). Em membros com lesão do nervo ciático há um encurtamento da fase 
de suporte, atribuído ao decréscimo da força muscular apresentada nesse membro 
(Yu, Matloub et al. 2001). 
A duração de cada fase da marcha é um parâmetro que compara o tempo de 
suporte com o tempo de suspensão do membro experimental e posteriormente 
compara com o mesmo rácio do membro normal (Yu, Matloub et al. 2001). 
O comprimento da passada é definida como a distância entre a cabeça do 
metatarso médio de um pé do membro pélvico e o outro (Yu, Matloub et al. 2001), 
medida em milímetros (mm) e parece ser influenciada pela velocidade (Hoyt, Wickler 
et al. 2000). 
O ângulo de rotação externa do dedo (Toe out angle) é definido como o 
ângulo entre o eixo longitudinal do pé (desde o calcâneo até à extremidade do 
terceiro dedo) e a linha de progressão do animal (Varejão ASP 2003). 
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A cinemática individual da articulação tibiotársica quer em grupos controlo quer 
em animais com lesão nervosa é caracterizada por alta variabilidade quer entre 
animais quer entre diferentes passos do mesmo animal, característica intrínseca do 
movimento de animais quadrúpedes! (Jacobson and Guth 1965) pelo que foi 
necessário parametrizar o movimento, tendo Varejão e colaboradores (Varejão, 
Cabrita et al. 2002) definido para cada ciclo de apoio do membro, quatro fases: 
1. Contacto inicial (IC) – a articulação tibiotársica (TT) encontra-se em 
flexão plantar e o apoio é feito no solo através dos dedos. Sendo esta 
uma fase de posicionamento do membro a posição articular determina o 
padrão de resposta do membro ao suporte de peso!(Perry, Burnfield et al. 
1992); 
2. Saída da parte distal do pé contra-lateral (OT) – o período entre o 
contacto inicial (IC) e a saída da parte distal (OT) do pé contra-lateral e 
corresponde aos primeiros 20% da fase de suporte, em que após a flexão 
plantar da articulação tibiotársica, as almofadas distais e proximais 
entram em contacto com o solo. Nesta fase, designada por transferência 
de suporte, termina o apoio duplo, as principais funções são a absorção 
do impacto do solo, a estabilidade no suporte do peso e preservar a 
progressão!(Perry, Burnfield et al. 1992); 
3. Saída do Calcanhar (HR) – o período entre a saída da parte distal do pé 
contra-lateral (OT) e a saída do calcanhar do membro de apoio (HR) 
corresponde aos segundos 20% da fase de suporte, designada fase 
intermédia de suporte, em que se regista um movimento da tíbia no 
sentido cranial, sobre o pé, que permanece apoiado na sua superfície 
plantar, enquanto a que a articulação tibiotársica passa de uma flexão 
plantar para uma flexão dorsal, apresentando um ângulo da articulação 
tibiotársica de aproximadamente 90º, sendo o principal objetivo desta 
fase, assegurar a progressão sobre o pé de apoio e a estabilidade do 
membro (Perry, Burnfield et al. 1992); 
4. Saída da parte distal do pé (TO) – o período entre HR e TO corresponde 
aos restantes 60% finais da fase de suporte. Corresponde ao último 
parâmetro do intervalo de apoio num membro, em que se verifica uma 
progressão do corpo para a frente do pé, o animal começa a elevar o 
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calcanhar e o membro posiciona-se para entrar na fase de suspensão 
(Perry, Burnfield et al. 1992); 
 
A redução da subjetividade e da variabilidade tem sido e será o principal desafio 
na avaliação funcional em lesões do nervo periférico. Neste sentido, alguns autores 
têm apresentado algumas soluções quer para melhorar algumas das técnicas já 
descritas quer apresentado novas. 
Relativamente à análise cinemática, por forma a homogeneizar a velocidade da 
passada alguns autores propuseram a utilização de uma esteira rolante (Gärtner, 
Maurício et al. 2013) que embora reduza a variabilidade entre passos do mesmo 
animal apresenta como principais problemas, o custo do equipamento e limita a 
possibilidade de combinar outros dados cinemáticos como as forças de reação ao 
solo. Outras possibilidades passam pela análise cinemática de todo o membro 
pélvico (Jacobson and Guth 1965, Pereira, Maurício et al. 2013), ou a análise e 
reconstrução tridimensional procurando a morfologia do movimento e do movimento 
de cada segmento!(Amado 2007). 
Outros testes utilizados por diversos investigadores no estudo da recuperação 
funcional de lesões de nervo periférico são as forças de reação ao solo, utilizando 
uma plataforma de forças (Howard CS 2000), eletromiografia! (Meek MF 2001, 
Maurício, Gärtner et al. 2011), performance da locomoção!(Meek MF 2001), estudos 
de função proprioceptiva (Hadlock, Koka et al. 1998), quantificação da reinervação 
das glândulas sudoríparas da face plantar do pé (Rodríguez, Gómez et al. 1999, 
Verdú, Ceballos et al. 2000, Vilches and Navarro 2000), recuperação da dor!
(Rodríguez, Gómez et al. 1999) e pesagem dos músculos gastrocnémios e solear 
(Varejão. 2003). 
Atualmente, a análise morfológica é o método mais comum de estudo de 
regeneração nervosa (Raimondo, Fornaro et al. 2009) e a investigação da 
morfologia do nervo pode conferir informação de extrema importância no processo 
de regeneração e correlação com a recuperação funcional!(Geuna, Raimondo et al. 
2009). A análise morfológica permite avaliar a presença ou ausência de fibras 
nervosas no nervo periférico reparado, a distribuição espacial dessas fibras e a sua 
quantidade, a existência, ausência e qualidade da mielinização, a presença e 
avaliação do tipo de tecidos vizinhos assim como a verificação da reabsorção total 
ou parcial dos biomateriais utilizados. A análise quantitativa das fibras nervosas é 
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fundamental nos estudos de reparação de nervo periférico! (Geuna S 2000, Geuna, 
Tos et al. 2001, Geuna, Raimondo et al. 2009). 
A histomorfometria permite-nos obter uma ideia mais clara sobre o que se está a 
passar em termos citológicos durante o processo de regeneração, pelo que a 
avaliação quer da quantidade quer da qualidade das fibras nervosas que se formam 
no local da lesão é de extrema importância. Em 2000, Geuna e seus colaboradores 
estabeleceram um método com regras, tendo em conta a especificidade da 
organização do nervo periférico, definindo a regra de igualdade de oportunidade 
que assegura que todas as fibras nervosas têm a mesma oportunidade de serem 
incluídas na amostra, através de um conjunto de regras de amostragem, o design-
based sampling, de onde resulta uma amostragem aleatória sistemática (Geuna S 
2000). Este método consiste na avaliação de pelo menos 15 campos de menores 
dimensões (em vez de um menor número de campos de maiores dimensões!
(Schmitz 1998), em que o primeiro campo é escolhido de forma aleatória e a parir 
dele se selecionam os outros campos, através da sistematização de um processo de 
salto para o campo seguinte, localizado a uma distância fixa (Geuna S 2000).  
Igualmente, uma das especificações do nervo periférico consiste na 
possibilidade de a mesma fibra nervosa de maiores dimensões seja lida em mais de 
um campo e lida mais de uma vez (Geuna, Tos et al. 2001) – efeito de margem, 
pelo que mais uma vez, Geuna e os seus colaboradores (Geuna S 2000) 
desenvolveram o método de disseção bi-dimensional – two-dimensional 
dissector, em que é assinalado o topo de cada fibra e somente estas são lidos e no 
sentido norte/sul, permitindo que cada fibra apenas seja lida uma vez. Este two-
dimensional dissector é usado para estimar o número total de fibras mielinizadas 
(N), densidade, o diâmetro médio das fibras (D), do axónio (d), espessura de mielina 
(M), rácio espessura de mielina/diâmetro do axónio (M/d), rácio diâmetro do 
axónio/diâmetro da fibra (d/D – g-ratio). 
Em microscopia ótica a coloração mais frequentemente utilizada é a 
hematoxilina-eosina e é utilizada normalmente para uma análise unicamente 
qualitativa, enquanto a histomorfometria permite também uma avaliação quantitativa 
e portanto mais objetiva e passível de comparações mais precisas. 
A técnica de imunohistoquímica baseia-se na utilização de anticorpos que se 
ligam especificamente a um determinado antigénio celular e que se tornam visíveis 
ao microscópio por fluorescência ou de laser confocal, permitindo detetar axónios 
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em regeneração e a possível migração das células de Schwann dentro dos tubos-
guia ou nos biomateriais durante o período de regeneração do nervo periférico 
através do uso dos anticorpos anti-NF-200kd e anti-GFAP respetivamente (Geuna, 
Tos et al. 2001, Varejão. 2003). Existem atualmente diversas técnicas e colorações, 
antigénios e anticorpos disponíveis, no entanto a sua utilização tem de ser aferida 
para cada situação em particular (Luís 2008). 
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Capítulo II – Engenharia de Tecidos 
 
1. Estado da arte 
 
As lesões de nervo periférico são normalmente provocadas por eventos 
traumáticos acidentais ou iatrogénicos, sendo que as lesões traumáticas de nervo 
periférico uma causa de significativa morbilidade e incapacidade.! As lesões de 
extremidades podem ser óbvias na sua localização, mas a sua severidade e 
estruturas subjacentes envolvidas nem sempre são evidentes. (Taylor, Braza et al. 
2008). 
Estudos anteriores realizados no Canadá e Austrália, em medicina humana, 
estimaram que 2-3% de todos os pacientes em unidades de traumatologia 
apresentavam lesão de nervo periférico! (Selecki, Ring et al. 1982, Noble, Munro et 
al. 1998), no entanto, se considerarmos as lesões de plexos e raízes nervosas a 
incidência pode atingir os 5% (Noble, Munro et al. 1998, Huang and Huang 2006). 
Estando em medicina humana estimados mais de 500.000 novos pacientes por ano 
(Rodriguez JF 2004), número este ainda por estabelecer em medicina veterinária. 
Em medicina humana as lesões são mais frequentes em homens com idades 
compreendidas entre os 18 e 25 anos, e afetam mais o membro superior! (Nichols 
CM 2004). Está relatado que os nervos mais frequentemente lesados em 
traumatismos do membro superior são (por ordem de frequência) o radial, ulnar e 
mediano (Selecki, Ring et al. 1982, Noble, Munro et al. 1998), enquanto no membro 
inferior são por ordem decrescente de frequência o ciático, peroneal e tibial/femoral 
(Robinson LR 2005). No entanto, a prevalência de lesão do nervo ciático após 
fratura acetabular é de 10-13%, especialmente quando há lesão das colunas 
posteriores do acetábulo. Em medicina veterinária, apesar de estas prevalências não 
estarem estabelecidas, a experiência clínica em animais de companhia permitem-
nos afirmar que as lesões de nervo periférico mais frequentes são as lesões do 
plexo braquial, do nervo ciático aquando de fratura acetabulares, enquanto lesões 
de outros nervos são dependentes do tipo e severidade de fraturas de úmero, rádio, 
cúbito, fémur, tíbia e perónio. 
A medicina regenerativa aplicada à reparação e regeneração do nervo periférico 
é neste momento uma combinação de várias áreas de conhecimento que 
conjugadas aumentam a possibilidade de êxito na regeneração de nervo periférico 
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cuja recuperação completa apenas é atingida ocasionalmente e é regra geral 
insatisfatória (Battiston, Papalia et al. 2009, Siemionow and Brzezicki 2009). A sua 
recuperação é melhor quando se mantem a continuidade do nervo ou quanto melhor 
for a sua reconstrução cirúrgica (Geuna, Raimondo et al. 2009, Geuna, Fornaro et al. 
2010, Raimondo, Fornaro et al. 2011). Para tal, é hoje consensual que o 
melhoramento dos dispositivos médicos e das técnicas de microcirurgia não são por 
si só suficientes para se obter uma total recuperação funcional dos nervos lesados, 
mas a medicina regenerativa pensada de um ponto de vista multidisciplinar permite 
atingir um maior nível de inovação, passando por áreas como a microcirurgia 
reconstrutiva, transplante (órgãos, tecido, células ou genes), bioengenharia 
(desenvolvimento de novos biomateriais), fisioterapia, bioquímica e farmacologia 
(Figura 12) (Geuna, Gnavi et al. 2013).  
!
Figura(12(<(Fluxograma(de(Medicina(Regenerativa 
A microcirurgia é a disciplina chave da interação acima descrita, pois regra geral, 
é o cirurgião que faz a implantação no paciente das diferentes dispositivos pelo que 
este tem de participar ativamente nos diferentes passos do desenvolvimento 
tecnológico experimental por forma a se otimizarem todas as etapas e todos os 
processos (Battiston, Papalia et al. 2009).  
A reconstrução cirúrgica é já uma abordagem utilizada há alguns anos 
(Battiston, Papalia et al. 2009), no entanto nas últimas décadas surgiram alguns 
avanços (Siemionow and Brzezicki 2009). Como foi descrito no capítulo anterior, a 
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reconstrução microcirúrgica nervosa inclui técnicas mais correntes como a 
neurorrafia topo-a-topo, e outras técnicas menos correntes como a utilização de 
autoenxertos, aloenxertos (Teboul, Kakkar et al. 2004, Tung and Mackinnon 2010, 
Zhang and Gu 2011) ou tubos-guia quando há perda de substância nervosa 
(Siemionow and Brzezicki 2009), sendo esta última a área onde maiores avanços 
têm ocorrido nos anos mais recentes. Atualmente a técnica de neurorrafia 
preferencial é a sutura epineural em detrimento das suturas interfasciculares, pelas 
razões expostas no capítulo anterior. Apesar de, quer na neurorrafia topo-a-topo 
quer no caso de interposição de enxertos, as técnicas atuais permitirem já alguns 
resultados positivos, alguma inovação é ainda possível, através do uso de colas 
cirúrgicas que apresentam alguns resultados promissores (Zorn, Bernstein et al. 
2008, Whitlock, Kasukurthi et al. 2010, Sameem, Wood et al. 2011), ou ainda a 
cirurgia assistida por robôs (Liverneaux, Nectoux et al. 2009, Nectoux, Taleb et al. 
2009) que apresentam igualmente alguns resultados encorajadores (Latif, Afthinos et 
al. 2008).  
A utilização de técnicas de transplantação é aquela que maior interesse tem 
despertado dentro da medicina regenerativa e podem envolver transplante do órgão 
completo, de parte do órgão (transplante tecidular), de células (transplante celular) 
ou de constituintes sub-celulares (transferência genética) (Geuna, Gnavi et al. 2013). 
No caso de lesões de nervo periférico, o transplante de órgão ou tecido é 
representado pelos autoenxertos (transplante de segmentos nervo autólogo) 
colhidos de outro nervo de menor importância que é assim sacrificado. Esta técnica 
foi realizada a primeira vez por Millesi (Millesi, Meissl et al. 1972), e atualmente 
representa ainda o Gold Standard para resolução de lesões de nervo periférico em 
que a sutura topo-a-topo não é possível ou apresenta demasiada tensão (Siemionow 
and Brzezicki 2009). As principais desvantagens são a necessidade de sacrifício de 
outro nervo e o facto de nervos de menor calibre ou sensitivos serem utilizados com 
menor taxa de sucesso, entre outras descritas na secção 3 do capítulo I (Millesi H 
1990, Madison RD 1992, Dahlin and Lundborg 1998, Flores AJ 2000, Lee AC 2003, 
Varejão. 2003, Udina E 2004, Bellamkonda 2006, Tyner, Parks et al. 2007), pelo que 
novas soluções têm sido procuradas nos últimos anos.  
Algumas das soluções alternativas aos autoenxertos de origem biológica são a 
utilização de veias (Terzis and Karypidis 2009), técnica descrita pela primeira vez em 
1909 (Wrede 1909) e a utilização de tecido muscular, descrito pela primeira vez em 
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1940 (Kraus and Reisner 1940) sendo que alguns autores obtiveram resultados 
efetivos em alguns estudos clínicos com ambos os tecidos (Mligiliche, Tabata et al. 
2001, Meek M F 2002). Outros autores descreveram ainda uma combinação de 
ambos os tecidos para mitigar as limitações de cada um deles em separado (Brunelli 
and Brunelli 1993, Tos P 2004, Tos, Battiston et al. 2007). Uma outra hipótese é a 
utilização de aloenxertos, que parece ser uma técnica promissora e com resultados 
similares ao uso de autoenxertos (Brooks, Weber et al. 2012). 
O transplante celular é atualmente uma área de investigação na regeneração 
de nervo periférico, sendo as células gliais as mais utilizadas, dado o seu papel 
preponderante na regeneração axonal (Geuna, Raimondo et al. 2009), formando as 
bandas de Büngner, segregando fatores de crescimento e juntamente com os 
macrófagos removendo o tecido necrótico e detritos de mielina (Hall 2001, Geuna, 
Raimondo et al. 2009), pelo que a sua presença ou dos seus percursores dentro de 
tubo-guia (naturais ou sintéticos), melhora significativamente a qualidade e taxa de 
regeneração (Hadlock, Sundback et al. 2000, Mosahebi, Woodward et al. 2001, 
Strauch, Rodriguez et al. 2001, Zhang, Blain et al. 2002, Goto, Mukozawa et al. 
2010). 
No entanto o seu emprego clínico levanta diversos problemas devido ao tempo 
necessário para expandir o número destas células em cultura assim como o risco de 
contaminação por fibroblastos (Mosahebi, Woodward et al. 2001, Moreno–Flores, 
Bradbury et al. 2006) sendo os precursores neuro-gliais uma possível alternativa 
(Bithell and Williams 2005), mas ainda com resultados controversos (Murakami T 
2003, Heine, Conant et al. 2004, Amado, Simoes et al. 2008, Amado, Rodrigues et 
al. 2010). Outro tipo de células utilizadas neste tipo de terapia são as células do 
revestimento olfatório (olfactory ensheathing cells ou OECs) que têm apresentado 
resultados promissores quer na regeneração do nervo periférico quer em lesões da 
espinhal medula (Verdú, Navarro et al. 1999, Guntinas-Lichius, Angelov et al. 2001, 
Radtke, Akiyama et al. 2005, Dombrowski, Sasaki et al. 2006, Radtke and Vogt 
2009). 
O uso de células estaminais mesenquimatosas (MSCs) tem sido uma outra 
opção de transplante celular em nervo periférico, dado serem facilmente obtidas, 
purificadas e expandidas em cultura celular oferecendo um fonte potencialmente 
ilimitada de células (Geuna 2001, Tohill and Terenghi 2004, Caplan and Dennis 
2006). Estas células apresentam como vantagem poder ser obtidas de diversos 
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tecidos como medula óssea, tecido adiposo, polpa dentária, cordão umbilical 
(Alhadlaq and Mao 2004), e têm a capacidade de diferenciação em diversas 
linhagens celulares incluindo neuronal e glial, melhorando a regeneração (Alhadlaq 
and Mao 2004, Kingham, Kalbermatten et al. 2007, Cho, Jang et al. 2010, 
Mantovani, Mahay et al. 2010). Uma outra vantagem deste tipo celular advém do 
facto de mesmo que estas células não se diferenciem, elas têm capacidade de 
alterar o microambiente no qual se inserem secretando localmente fatores de 
crescimento e desta forma melhorar os índices regenerativos através da modulação 
e coordenação da reacção inflamatória local e sistémica (Caplan and Dennis 2006, 
Ankrum and Karp 2010, Bonfield, Nolan Koloze et al. 2010, F Azari, Mathias et al. 
2010, Joyce, Annett et al. 2010, Meyerrose, Olson et al. 2010). 
A terapia genética tem sido aplicada à regeneração de nervo periférico, 
fornecendo localmente fatores neurotróficos, através de vetores virais, evitando os 
efeitos secundários resultantes da administração por via sistémica (Zacchigna and 
Giacca 2009). 
O desenvolvimento de biomateriais para substituição de nervo periférico e 
fabrico de tubos-guia é atualmente uma das áreas de maior investigação na 
regeneração de nervo periférico. 
 
1.1. Biomateriais 
 
Na reconstrução de nervo periférico em lesões com afastamento dos topos 
nervosos podem ser utilizados diversos materiais, alguns ainda em fase de estudo. 
Estes biomateriais são classificados em dois grandes grupos: 
• Naturais 
• Sintéticos 
Os sintéticos são subdivididos em outros dois grupos: 
• Biodegradáveis 
• Não biodegradáveis 
A utilização de tubos-guia assume cada vez mais um maior protagonismo, pois 
apresenta como principais vantagens relativamente aos autoenxertos: evitar-se uma 
segunda cirurgia para se efetuar a colheita do nervo; e o tubo-guia apresenta menos 
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limitações em termos de calibre, ao contrário do autoenxerto que regra geral é de 
menor calibre que o nervo a intervencionar.  
No processo de desenvolvimento e fabricação dos tubos-guia, existem algumas 
propriedades essenciais para a sua utilização em regeneração de nervo periférico!
(Hudson, Evans et al. 1999):  
• Biocompatibilidade (Capacidade de inibir processos lesivos à regeneração 
nervosa, como fibrose, formação de neuromas, isquemia, aderências ou 
edema, não tóxico, não carcinogénico) 
• Têm de ser esterilizáveis 
 
Além destas características essenciais, outras devem ser tidas em consideração 
por forma a melhorar o desempenho de um tubo-guia (Huang and Huang 2006): 
• Tem de ser possível a produção de tubos-guia com diferentes diâmetros e 
espessuras, por forma a dar resposta aos diferentes calibres de nervos 
potencialmente lesados 
• Têm obrigatoriamente de manter a força de tensão durante todo o 
processo de regeneração 
• Devem ser de fácil implantação por técnicas de microcirurgia, por forma a 
evitar excessiva manipulação do nervo lesado 
• Devem ser preferencialmente biodegradáveis 
• Devem ter a porosidade adequada 
• Flexível 
• Transparente 
• Deve ser possível, preferencialmente, a incorporação de sistemas 
celulares de suporte 
• Devem apresentar a capacidade de controlar a libertação de fatores 
neurotróficos 
• Devem fornecer substrato para orientar o nervo, promovendo 
vascularização e um ambiente rico em fatores neurotróficos 
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• Devem preferencialmente apresentar uma condutividade elétrica, pois a 
criação de campos elétricos pode apresentar um potencial impacto na 
regeneração nervosa 
Algo crucial para a obtenção de bons resultados, é a facilidade de implantação 
dos tubos-guia e para tal são fundamentais algumas características físicas do 
próprio biomaterial, como sendo a sua transparência, que permite uma visualização 
de todo o processo de implantação, a flexibilidade, importante para uma 
penetração facilitada da agulha do fio de sutura, a resistência mecânica, ou seja a 
capacidade de manter a sua forma, sem colapsar quer durante o procedimento 
cirúrgico de implantação quer durante todo o processo de regeneração. 
Os tubos-guia biodegradáveis são preferenciais em detrimento dos não 
biodegradáveis, visto serem absorvidos pelo organismo, desaparecendo do local de 
implantação, reduzindo dessa forma o risco de infeção e a resposta inflamatória 
crónica, com eventual fibrose associada, e a compressão nervosa concomitante. Os 
tubos-guia, devem ser semipermeáveis (porosos) para permitir a incorporação de 
sistemas que criem e mantenham o microambiente favorável aos processos de 
regeneração e ao mesmo tempo permitir a eliminação dos produtos resultantes do 
metabolismo celular (Lundborg G 1982, Gibson KL 1991, Madison RD 1992, Meyer 
RS 1997, Steuer H 1999, Hundson TW 2000, Lee WP 2000, Heijke GCM 2001, 
Meek MF 2001).  
Estas propriedades básicas nem sempre são possíveis de associar ao mesmo 
tempo num só biomaterial, pelo que há que definir algumas prioridades 
relativamente às que são essenciais e preferenciais por forma a obter-se o melhor 
biomaterial possível. 
Diversos investigadores têm desenvolvido e testado diversas opções para 
solucionar as lesões de neurotmese em que não é possível a anastomose topo-a-
topo, alguns dos quais são já soluções clínicas existentes e aprovadas no mercado, 
enquanto outras apenas se encontram em fase de investigação, como podemos ver 
na tabela 1 (Schmidt and Leach 2003, Pfister, Gordon et al. 2011). Na tabela 2 
(Schlosshauer, Dreesmann et al. 2006) estão descritos biomateriais disponíveis no 
mercado para aplicação em regeneração de nervo periférico.  
Apesar de todo o desenvolvimento tecnológico, a sutura clássica topo-a-topo 
apresenta ainda grandes vantagens sobre qualquer dos biomateriais atualmente 
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Tabela(1(<((Schmidt(and(Leach(2003,(Pfister,(Gordon(et(al.(2011) 
ENGENHARIA(DE(TECIDOS(APLICADOS(À(REGENERAÇÃO(DO(NERVO(PERIFÉRICO!
JORGE(RUI(MARQUES(RIBEIRO(|(ICBAS<UP(
!
Pá
gi
na
77
)
utilizados (Heijke GCM 2001), mas estes, quando utilizados em lesões com 
afastamento dos topos nervosos de 5 mm e quando comparados com a aplicação de 
enxertos, apresentam resultados muito semelhantes,! (Archibald JS 1995) sem 
apresentarem a morbilidade associada à colheita do enxerto e em alguns casos 
apresentaram ainda a vantagem de diminuírem a formação de neuromas em 
comparação com os autoenxertos (Tyner, Parks et al. 2007). 
 
 
 
 
 
 
 
Tabela(2(<(Biomateriais(comercializados(para(aplicação(em(regeneração(de(nervo(periférico((Schlosshauer,(Dreesmann(et(
al.(2006)(
A utilização dos tubos-guia apresenta ainda uma outra vantagem, em que muitos 
investigadores têm focado a sua investigação, que é o facto de ser possível 
manipular o microambiente no seu interior com diversas substâncias, células ou 
tecidos, como solução salina e gel de colagénio (Labrador,  But ı́ et al . 1998 , 
Ceballos, Navarro et al. 1999), fibrina (Williams and Varon 1985, Williams LR 1987), 
laminina (Madison, da Silva et al. 1985, Madison, Da Silva et al. 1988, Tong, Hirai et 
al. 1994), fibronectina (Bailey, Eichler et al. 1993), músculo fresco (Varejão ASP 
2003), células de Schwann (Guenard, Kleitman et al. 1992, Levi, Sonntag et al. 
1997), fatores tróficos (Rich, Alexander et al. 1989), células nervosas diferenciadas 
in vitro (Luís, Rodrigues et al. 2008) e células estaminais (Maurício, Gärtner et al. 
2011, Gärtner, Pereira et al. 2013, Gartner, Pereira et al. 2014). 
Como foi acima descrito, existe neste momento uma enorme diversidade de 
biomateriais com diferentes vantagens e desvantagens, mas regra geral pode 
afirmar-se que os materiais de origem natural apresentam como principal vantagem 
a sua biocompatibilidade, enquanto os materiais sintéticos são preferidos pelas suas 
propriedades físico-químicas (ritmo de degradação, porosidade, força mecânica, 
condutividade elétrica, dureza e consistência), podendo cada uma destas 
características ser manipulada e controlada consoante os objetivos propostos 
(Schmidt and Leach 2003, Bruns, Stark et al. 2007). Os biomateriais sintéticos são 
frequentemente não biodegradáveis ou não-absorvíveis, pelo que por vezes se torna 
Nome( Fabricante( Material(
Neurotube®! Synovis! Poli(ácido)glicólico!
Neurolac®! Polyganics! Poli:(DL:lático:ε:caprolactona)!
SaluBridge®! SaluMedical! Hidrogel!de!PVA!
NeuraGen®! Integra! Colagénio!
Neuromatrix®! Collagen!Matrix! Colagénio!tipo!I!
Neuroflex®! Collagen!Matrix! Colagénio!tipo!I!
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necessário a remoção posterior do biomaterial, para que este não promova estenose 
no local, com implicações negativas na função nervosa (Merle, Dellon et al. 1989). 
No entanto, dada a necessidade de não toxicidade nem de reação imunogénica, os 
materiais sintéticos reabsorvíveis são preferíveis aos materiais de origem natural 
(geralmente mais imunogénicos)! (de Ruiter, Malessy et al. 2009). Os materiais 
reabsorvíveis cuja velocidade de reabsorção é demasiado lenta podem atrasar a 
regeneração por compressão no local. No extremo oposto encontram-se os 
biomateriais cuja velocidade de degradação é demasiado rápida, podendo 
desaparecer ainda antes de se completar o processo de regeneração (Den Dunnen, 
Van der Lei et al. 1995).  
Outro fator relevante é a biocompatibilidade, ou seja, o próprio biomaterial tem 
de ser inócuo para os tecidos assim como os produtos resultantes da sua 
degradação. As principais características dos materiais que influenciam a resposta 
dos organismos ou tecidos que os recebem são (Williams 2008): 
• Composição do material, micro ou nanoestrutura, morfologia, cristalinidade 
e cristalografia 
• Constantes elásticas 
• Teor de água e balanço hidrofóbico-hidrofílico 
• Macro, micro e nano-porosidade 
• Composição química de superfície, gradientes químicos, mobilidade 
molecular de superfície 
• Topografia de superfície 
• Energia de superfície 
• Propriedades elétricas de superfície 
• Parâmetros de corrosão, perfil de libertação e toxicidade de iões metálicos 
(materiais metálicos) 
• Perfil de degradação, produtos da degradação e sua toxicidade (materiais 
poliméricos) 
• Aditivos, catalisadores, contaminantes e sua toxicidade (materiais 
poliméricos) 
• Perfil de dissolução/degradação, toxicidade dos produtos de degradação 
(materiais cerâmicos) 
• Perfil de libertação de detritos de desgaste 
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Assim, a caracterização de um biomaterial deve incluir as seguintes avaliações:  
morfologia (SEM – microscopia eletrónica de varrimento), temperatura vítrea, Tg 
(DSC- calorimetria diferencial de varrimento), perda de massa/alteração de massa 
molecular (TGA – análise gravimétrica e GPC – cromatografia de exclusão 
molecular), intumescimento e análise de degradação (Ratner, Hoffman et al. 2004), 
condutividade (Massazumi 2000),  identificação de grupos químicos (espectroscopia 
de Infravermelhos com transformadas de Fourier), análise da presença de fases 
cristalinas (difração de raios-X), ensaio de molhabilidade (medição dos ângulos de 
contacto  com  água), estimativa da carga da superfície (análise do potencial Zeta) e  
propriedades elásticas (DMA - análise mecânica dinâmica). 
A crescente associação de sistemas celulares a biomateriais obriga a estudos 
relativos à adesividade destes sistemas celulares à superfície do biomaterial, assim 
como da citocompatibilidade e interferências entre o material e os sistemas celulares 
utilizados (Harley, Hastings et al. 2006). 
O desenvolvimento da química macromolecular permitiu a descoberta do 
poli(álcool vinílico) (PVA) em 1915 por F. Klate. Desde a altura dessa descoberta 
muitas aplicações para o PVA foram descobertas e ainda se continuam a encontrar 
novas  aplicações para esta substância (Saxena 2004). 
O poli (álcool vinílico) (PVA) tem uma estrutura química simples com um grupo 
hidroxilo pendente. Na Figura 13 podemos ver o monómero do poli (álcool vinílico). 
O PVA é produzido pela polimerização do acetato vinílico em acetato polivinílico 
(PVAc), seguido de hidrólise do acetato polivinílico em poli (álcool vinílico) (PVA). O 
poli (álcool vinílico) é um polímero hidrofílico e tem como vantagem ser insípido, 
inodoro, possuir excelentes propriedades mecânicas e ser biocompatível. As 
propriedades do PVA dependem do grau de polimerização e do grau de hidrólise. 
Este material pode ser comercializado como um copolímero hidrolisado, meio 
hidrolisado ou parcialmente hidrolisado, podendo também haver misturas 
Figura(13(<(Unidade(estrutura(do(poli((álcool(vinílico). 
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personalizadas (Hassan and Peppas 2000, Ogur 2005, Millon, Mohammadi et al. 
2006, Reis, Campos et al. 2006, Alves, Jensen et al. 2011). 
O PVA tem diversas aplicações devido à sua resistência contra solventes 
orgânicos e solubilidade aquosa. O PVA é utilizado na indústria têxtil, em 
embalagens de produtos alimentares e dispositivos médicos, com aprovação da 
FDA nos EUA. Nos dispositivos médicos, é utilizado como biomaterial dadas as suas 
características de biocompatibilidade (Alexandre, Ribeiro et al. 2014), turgidez 
(Chang 2010), bioadesividade, por ser não tóxico e não carcinogénico (Alves, 
Jensen et al. 2011, Baker, Walsh et al. 2012), sendo usado em lentes de contacto, 
como revestimento de corações artificiais, em aplicadores de administração de 
fármacos, como por exemplo como veículos de libertação de fármacos dadas as 
suas propriedades promotoras de uma interface hidrofílica e permeável (Kobayashi 
and Hyu 2010).  
Este biomaterial mostra ser adequado para aplicação na produção de cateteres, 
em hemodiálise, membranas, na pele, cartilagem, músculo, e vasos sanguíneos, 
dado ser uma material suave, permeável e capaz de formar interfaces com os 
tecidos vivos, sendo indubitavelmente uma vantagem na área dos biomateriais e da 
indústria farmacêutica!(Kobayashi and Hyu 2010). O PVA pode ainda ser associado 
a polímeros condutores elétricos que apresentam propriedades de tremenda 
importância, tornando-os capazes de substituir metais, fibras naturais, madeira ou 
outros materiais. O desenvolvimento de muitos destes materiais foi intensificado 
entre a primeira e a segunda grandes guerras mundiais. Em 1974 Hideki Shirakawa, 
com a descoberta do poliacetileno, provou que é possível obter polímeros 
condutores elétricos quase tão bons como os metais (Kungl 2000). 
Os polímeros condutores atraíram a atenção de diversos grupos de investigação 
quer pela importância científica dos processos envolvidos quer pelo seu potencial 
em diversas aplicações tecnológicas. Estes novos materiais permitem a combinação 
de propriedades intrínsecas dos polímeros com propriedades elétricas, magnéticas e 
óticas dos metais e de semicondutores melhorando as propriedades e minimizando 
as deficiências (Henriques 2012).  
A utilização de polímeros com condutividade elétrica como tubos-guia na 
regeneração nervosa despertaram bastante interesse pois apresentam 
simultaneamente propriedades físicas e químicas de polímeros orgânicos e 
características elétricas dos metais. Os polímeros condutores apresentam-se como 
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uma grande promessa na biomedicina nomeadamente na medicina regenerativa do 
nervo periférico. A importância destes materiais poliméricos é baseada na hipótese 
de que podem ser utilizados como matriz de suporte para crescimento de células, 
sendo possível a aplicação de estimulação elétrica a estas através do biomaterial, 
parecendo ter efeitos benéficos em muitas estratégias de regeneração (Al-Majed AA 
2000a, Al-Majed AA 2000b, Brushart TM 2002, Brushart T M 2005, Chronakis, 
Grapenson et al. 2006, Willand, Nguyen et al. 2015). 
O polipirrol (PPy) e os nanotubos de carbono (CNTs) são dois agentes utilizados 
na produção de polímeros condutores elétricos em engenharia. Outra solução é a 
incorporação de iões metálicos, particularmente quando o metal se liga 
quimicamente à cadeia polimérica, o que confere novas propriedades ao polímero 
ou melhora propriedades já presentes. Os iões de prata fornecidos pelo AgNO3 
podem ser reduzidos a prata na superfície de filmes, obtendo-se filmes poliméricos 
metalizados condutores (Zidan 1999).  
Os nanotubos de carbono (CNTs) foram descritos pela primeira vez por 
Oberlin et al. Em 1976, consistindo em folhas de grafeno enroladas com diâmetros 
na grandeza dos nanómetros e comprimentos na ordem de grandeza dos 
micrómetros. Os nanotubos estruturalmente pertencem à família do fulereno e são 
materiais com propriedade físicas, mecânicas e elétricas únicas que podem ser úteis 
em vários ramos da ciência dos materiais (Saito, Usui et al. 2009). Tipicamente, os 
CNT’s são classificados como nanotubos de carbono de parede única (single-walled 
carbon nanotube – SWCNTs) ou de parede múltipla (multiwalled carbon nanotubes – 
MWCNTs). A estrutura dos SWCNTs pode ser conceptualizado como uma camada 
com a espessura de um átomo de grafite em forma cilíndrica sem qualquer tipo de 
emenda, enquanto os MWCNTs apresentam várias camadas de grafite. Diferentes 
estruturas manifestam também diferentes características, sendo que os SWCNTs 
exibem propriedades elétricas que os MWCNTs não apresentam, enquanto estes 
apresentam muito maior resistência a substâncias químicas que os primeiros 
(Dresselhaus, Dresselhaus et al. 1996) (Figura 14). 
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Uma das questões que se tem levantado e ainda hoje controversa, é a 
toxicidade associada a este tipo de biomateriais (Malarkey and Parpura 2007). No  
entanto, é já claro que este tipo de materiais será num futuro próximo muito útil em 
biomedicina (Lacerda, Bianco et al. 2006). Os CNTs são materiais resistentes, 
flexíveis, condutores de corrente elétrica e podem ser funcionalizados com 
diferentes moléculas, características que podem ser de extrema utilidade em 
biomateriais associados ao sistema nervoso (Saito, Usui et al. 2009). Os recentes 
desenvolvimentos tecnológicos melhoraram significativamente a biocompatibilidade, 
duração e robustez em substratos e aparelhos que afetam o crescimento neuronal e 
proporcionam terapias potenciais para desordens do SNC (Malarkey and Parpura 
2007). Estudos recentes descobriram os efeitos que os CNTs exercem em células 
neuronais quando utilizados como substrato para o crescimento celular assim como 
a capacidade inerente de interferirem com a atividade elétrica neuronal (Sucapane, 
Cellot et al. 2009). 
O polipirrol (PPY) é um composto químico formado por vários anéis pirrólicos, 
sendo um composto aromático heterocíclico e é um dos polímeros de nova geração 
(Harun, Saion et al. 2009) (Figura 15). 
Figura(14(–(A(<Estrutura(tridimensional(de(Nanotubos(de(carbono((SWCNTs)((Ilustração(de(Duarte(Monteiro);(((
B(<(Estrutura(tridimensional(de(Nanotubos(de(carbono((MWCNTs)(Adaptado(de((Sharma,(Jelen(et(al.(2015) 
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Figura(15<(Estrutura(polimérica(do(PPY 
Este polímero sintético tem diversas aplicações em medicina, desde transporte e 
distribuição de fármacos, aplicação em regeneração nervosa, utilização em 
biossensores e como revestimento de sondas neurais. O elevado grau de 
conjugação da sua estrutura molecular central tornam-no muito rígido, insolúvel e 
difícil de processar (Ghasemi-Mobarakeh, Prabhakaran et al. 2011), sendo no 
entanto fácil de sintetizar, dado ser estável no meio ambiente e apresentando alta 
condutividade. Mostrou ainda ser citocompatível in vitro e in vivo (Williams and 
Doherty 1994, Chen, Wang et al. 2000, Wang, Gu et al. 2004, George, Saigal et al. 
2009) e mostrou também suportar adesão celular de diversos tipos celulares e 
crescimentos destas, tornando-o um potencial candidato para a engenharia tecidular 
(Harun, Saion et al. 2009). 
O nitrato de prata é um composto químico inorgânico com a fórmula AgNO3, 
sendo uma substância com diversas utilizações ao nível químico, biológico, industrial 
e fundamentalmente em aplicações médicas, dadas as propriedades antisséticas 
dos sais de prata, ou como cauterizante (Hanif, Tasca et al. 2003, Silver, Phung et 
al. 2006). Mais recentemente o nitrato de prata foi associado ao PVA tendo sido 
estudadas as suas propriedades elétricas e ópticas. (Devi, Sharma et al. 2002). 
O cloreto de magnésio é um composto químico com a fórmula MgCl2, sendo 
um componente essencial em muitas reações enzimáticas, especialmente tendo em 
vista a produção de energia a nível celular, é de extrema importância para a 
manutenção da saúde do sistema nervoso. Pode ser usado para acalmar nervos 
hiperexcitáveis, sendo utilizado no tratamento de fadiga nervosa, tiques, espasmos, 
tremores, irritabilidade, hipersensibilidade, ansiedade, confusão, desorientação e 
arritmias cardíacas. Também o tratamento da doença de Parkinson passa pela 
suplementação com magnésio e a epilepsia é uma patologia em que os níveis de 
magnésio se encontram demasiado baixos no sangue, no líquido cefalorraquidiano e 
no cérebro, causando hiperexcitabilidade de algumas regiões cerebrais! (Leaver, 
Parkinson et al. 1987, Holleman, Aylett et al. 2001, Hashimoto, Nishi et al. 2008, Eby 
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and Eby 2010). Este sal foi também utilizado para aumentar a condutibilidade 
elétrica em polímeros, nomeadamente no PVA (Di Noto and Vittadello 2002). 
 
1.2. Terapias celulares 
 
As células estaminais são atualmente consideradas como um elemento de 
grande potencial na medicina regenerativa em diversas áreas de investigação e em 
diferentes tecidos. Nesse sentido e dado a grande diversidade de opções nesta área 
específica de investigação foi necessário clarificar conceitos relativamente a estas 
células e às suas designações. As células estaminais (células-mãe ou células-
tronco) são células capazes de se auto-renovarem e de se diferenciarem em 
diferentes tipos de células ou tecidos: são células indiferenciadas e não 
especializadas, têm a capacidade de se auto-renovar e dividir indefinidamente e são 
capazes de se diferenciar em linhagens celulares distintas. 
 
Nem todas as células estaminais têm o mesmo potencial de diferenciação. As 
células estaminais podem ser obtidas a partir de!(Dominici, Le Blanc et al. 2006): 
1. Embriões pré-implantação (células estaminais embrionárias)  
2. Embriões pós-implantação e do feto (células estaminais fetais)  
3. Placenta, ou de um organismo adulto (células estaminais adultas) 
 
Essa origem caracteriza as 3 grandes categorias de células estaminais!
(Dominici, Le Blanc et al. 2006): 
1. Totipotentes (têm um potencial de diferenciação ilimitado, podendo originar 
qualquer tipo de célula e tecido; existem no embrião pré-implantação com 3 
dias de vida, estádio de 6-12 células); 
2. Pluripotentes (têm um potencial de diferenciação mais limitado, podendo 
originar qualquer tipo de tecido do organismo, à excepção da placenta; 
existem no embrião pré-implantação com 6 dias de vida, o blastocisto, e no 
embrião pós-implantação); 
3. Multipotentes (têm um potencial de diferenciação mais restrito, originando 
células de tecidos específicos; existem nos fetos tardios, no cordão umbilical, 
na placenta e nos tecidos adultos).  
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As células estaminais totipotentes são as primeiras células embrionárias, que 
resultam das primeiras divisões embrionárias e que têm capacidade de dar origem a 
um indivíduo completo. As células embrionárias pluripotentes são as células que 
existem no embrião no estádio de blastocisto e têm elevado potencial de 
diferenciação, podendo dar origem a todos os tipos celulares de um organismo 
adulto, menos a placenta (portanto não podem dar origem a um indivíduo 
independente). Por fim existem as células multipotentes, que têm uma menor 
capacidade de diferenciação. São designadas por células estaminais adultas ou 
somáticas. Existem nos tecidos adultos onde contribuem para a regeneração e 
renovação desses tecidos. Pensa-se que estas células pela menor capacidade de 
proliferação diferenciam-se apenas nos tecidos onde estão localizados. Atualmente, 
o grande problema das células estaminais adultas é que não existem bons 
marcadores moleculares que as permitam distinguir das outras células dos tecidos. 
As que se conseguem isolar com mais facilidade são as células estaminais 
hemopoiéticas (Dominici, Le Blanc et al. 2006).   
A principal função das células estaminais adultas é manter e reparar os tecidos 
onde se encontram. Recentemente descobriu-se que existem mais tecidos com 
células estaminais do que inicialmente se pensava. É evidente que determinados 
tecidos apresentem mais células estaminais como a medula óssea, todos os 
epitélios respiratórios, gastrointestinal e pele, pela própria necessidade que têm de 
se regenerarem (Jackson, Majka et al. 2002).  
Uma característica importante das células estaminais adultas é que estas têm 
maior plasticidade do que se pensava inicialmente, ou seja, têm capacidade de se 
diferenciar em 5 tipos celulares, quando dadas as condições ambientais necessárias 
para tal. Estas têm a capacidade de se diferenciarem em todos os tipos de células 
sanguíneas (denominadas células estaminais hematopoiéticas) podendo ser 
igualmente obtidas a partir da medula óssea, sangue periférico, cordão umbilical e 
polpa dentária (Gronthos, Brahim et al. 2002, Jackson, Majka et al. 2002, Horwitz, Le 
Blanc et al. 2005). Através de um processo de transdiferenciação têm a capacidade 
de dar origem a um tipo celular para o qual não estavam inicialmente programadas. 
Este é um processo interessante do ponto de vista da medicina regenerativa porque 
permite, a partir de células do mesmo indivíduo obter células capazes de se 
transdiferenciar e serem utilizadas no mesmo individuo de onde essas células foram 
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retiradas. As terapias do futuro visam manipular as células estaminais adultas para 
que estas se transformem noutro tecido que não aquele do qual foram extraídas.  
Neste sentido, as células estaminais pluripotenciais ou multipotenciais, têm sido 
alvo de bastante interesse na regeneração tecidular! (Salgado, Oliveira et al. 2013). 
Dentro das diferentes populações de células estaminais, as células estaminais 
mesenquimatosas (MSCs) têm-se evidenciado (Chen, Shao et al. 2008). De acordo 
com a International Society for Cell Therapy (ISCT) existem alguns critérios mínimos 
para a identificação de populações de MSCs (Horwitz, Le Blanc et al. 2005, 
Dominici, Le Blanc et al. 2006): 
• Aderência ao plástico em condições de cultura standard  
• Expressão positiva de marcadores específicos como os marcadores 
CD73, CD90 e CD105 
• Expressão negativa de marcadores hematopoiéticos como os marcadores 
CD34, CD45, HLA-DR, CD14 ou CD11B, e CD79a ou CD19 
• Diferenciação in vitro em pelo menos 3 linhas celulares diferentes 
nomeadamente osteogénica, condrogénica e adipogénica 
A maioria das vezes, as células com este fenótipo podem ser isoladas a partir da 
medula óssea (BM-MSCs), tecido adiposo (ASCs) ou Geleia de Wharton do cordão 
umbilical (WJ-MSCs / HUCPVCs) (Salgado, Oliveira et al. 2006, Silva, Gimble et al. 
2013, Teixeira, Carvalho et al. 2013). 
Após a descoberta das células estaminais, tornou-se progressivamente claro 
que essas células poderiam ser utilizadas como um sistema natural de reparação 
tecidual (Phinney and Prockop 2007). Em vários estudos as células estaminais 
provaram ser um agente terapêutico eficaz em modelos experimentais de lesões dos 
tecidos (Minguell and Erices 2006). Consequentemente, a capacidade de reparação 
é secundária à secreção de fatores solúveis pelas células que alteram o 
microambiente do tecido. Nos anos mais recentes tem havido uma mudança no 
paradigma para o uso de MSCs na reparação e regeneração tecidular (Lai, Arslan et 
al. 2010, Baglio, Pegtel et al. 2012), pois estas células sobrevivem nos tecidos por 
diferentes períodos de tempo após transplantação. De facto, as propriedades 
imunomoduladoras dos secretomas de MSCs foi já demonstrado quer in vitro quer in 
vivo!(Caplan and Dennis 2006, Ankrum and Karp 2010, Bonfield, Nolan Koloze et al. 
2010, F Azari, Mathias et al. 2010, Joyce, Annett et al. 2010, Meyerrose, Olson et al. 
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2010). Assim, independente da capacidade de diferenciação destas células em 
células do tecido onde são aplicadas, é cada vez mais aceite que, por exemplo, ao 
nível da regeneração axonal existem diversos fatores neurotróficos com influência 
positiva nesta regeneração, como são NGF, NT-3, VEGF, GDNF e altos níveis de 
BDNF (Lu, Jones et al. 2005, Zhang, Zhang et al. 2009, Liu, Cheng et al. 2011, 
Lopatina, Kalinina et al. 2011). Além da produção dos fatores neurotróficos acima 
descritos e que têm efeito positivo na regeneração de nervo periférico, temos 
também de considerar a capacidade que estas células apresentam de se diferenciar 
em células tipo neuro-gliais (Shen, Duan et al. 2010, Cheng, Duan et al. 2011, 
Gartner, Pereira et al. 2012, Gärtner, Pereira et al. 2013). Em estudos recentes, foi 
demonstrado que BM-MSCs eram capazes de se diferenciar em células de Schwann 
capazes de suportar a regeneração de nervo periférico (Ladak, Olson et al. 2011) e 
inclusive foi verificado que exerciam efeitos neurotróficos semelhantes a células de 
Schwann normais (Ladak, Olson et al. 2011). Neste sentido, esta solução foi 
investigada nos trabalhos incluídos nesta dissertação, devido aos resultados 
promissores encontrados nos estudos mais recentes. 
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Capítulo III - Trabalho experimental 
 
1. Objetivos do estudo e organização dos trabalhos experimentais 
 
O estudo realizado no âmbito deste Doutoramento teve por objetivos 
principais: 
x Desenvolvimento e caracterização (físico-química e mecânica) in 
vitro de um biomaterial (PVA) e sua associação com polímeros 
condutores e outros iões metálicos, para obtenção de membranas e 
tubos-guia com alta condutividade elétrica para reconstrução 
cirúrgica de lesões de axonotmese e neurotmese; 
x Estudo in vivo da aplicação de tubos-guia e membranas de PVA 
melhorados com polímeros condutores, em lesões de axonotmese e 
neurotmese, recorrendo ao modelo animal do nervo ciático do rato; 
x Estudo in vivo da incorporação de sistemas celulares (MSC’s) em 
tubos-guia de PVA e seus resultados em lesões de neurotmese 
recorrendo ao modelo animal do nervo ciático do rato; 
x Aplicação clínica do PVA em casos clínicos de animais de 
companhia em medicina veterinária. 
  
Tendo em conta os objetivos traçados, a primeira fase foi o 
desenvolvimento de tubos-guia do biomaterial (PVA), tornando-o passível de 
ser aplicado em lesões de nervo periférico, melhorando as suas qualidades 
físicas e mecânicas para aplicação em nervo periférico. 
A segunda fase foi a associação do PVA com moléculas que aumentam a 
condutividade elétrica, caracterização dos diferentes tubos-guia obtidos e 
selecionar as moléculas a associar ao PVA para os estudos in vivo posteriores. 
A terceira fase foi a aplicação dos tubos escolhidos em lesões de 
axonotmese e avaliação dos resultados, para posterior escolha do tubo-guia a 
associar ao sistema celular (MSCs isoladas da geleia de Wharton do cordão 
umbilical). 
A quarta fase foi a aplicação dos diferentes tubos-guia em lesões de 
neurotmese, onde num dos grupos experimentais se utilizou o biomaterial 
selecionado associado a MSCs. 
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Ao longo de todo o Doutoramento, dado a continuação em paralelo da 
atividade clínica na área da cirurgia de animais de companhia, foram 
angariados casos clínicos em que a aplicação da medicina regenerativa 
poderia apresentar-se como uma melhor solução para a sua resolução. 
 
2. Resultados 
 
Os resultados obtidos no âmbito destes trabalhos de Doutoramento foram 
publicados em revistas internacionais com arbitragem científica. 
 
2.1.  Produção e caraterização do biomaterial à base de PVA - Preparation 
and characterization of electrical conductive PVA based materials for 
peripheral nerve tube-guides 
 
O desenvolvimento do método de produção de tubos-guia, a sua 
caracterização físico-química e mecânica  e a avaliação da sua 
citocompatibilidade encontram-se descritos no artigo científico publicado:  
 
Gonçalves, C., Ribeiro, J., Pereira, T., Luís, A. L., Maurício, A. C., Santos, 
J. D., & Lopes, M. A. (2016). Preparation and characterization of electrical 
conductive PVA based materials for peripheral nerve tube‐guides. Journal 
of Biomedical Materials Research Part A: 2016: 104A:1981-1987 
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2.2. Lesões de nervo periférico 
 
2.2.1. Lesão de Axonotmese - Evaluation of PVA biodegradable electric 
conductive membranes for nerve regeneration in axonotmesis injuries 
- the rat sciatic nerve animal model. 
 
O estudo de lesões de axonotmese permite a obtenção de resultados de 
forma mais consistente dado ser uma lesão subcrítica. A realização de ensaios 
in vivo recorrendo a lesões de axonotmese permitiram avaliar a performance 
dos biomateriais desenvolvidos e selecionar aqueles com maior potencial na 
regeneração de nervo periférico, em lesões de maior gravidade de neurotmese. 
Os resultados deste estudo encontram-se descritos no artigo científico 
submetido para publicação à revista Journal of Biomedical Materials Research: 
Part A a 18 de Abril de 2016: 
Ribeiro J, Caseiro AR, Pereira T, Armada-da-Silva PAS, Pires I, Prada J, I 
Amorim, I Leal Reis, S Amado, JD Santos, S Bompasso, S Raimondo, ASP 
Varejão, S Geuna, AL Luís, AC Maurício. Evaluation of PVA biodegradable 
electric conductive membranes for nerve regeneration in axonotmesis 
injuries - the rat sciatic nerve animal model. 
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Evaluation of PVA biodegradable electric conductive membranes for 
nerve regeneration in axonotmesis injuries - the rat sciatic nerve animal 
model. 
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2.2.2. Lesão de neurotmese - Evaluation of biodegradable electric 
conductive tube-guides and mesenchymal stem cells. 
 
As lesões de neurotmese são aquelas em que a medicina regenerativa 
pode fazer a diferença. Neste trabalho experimental estudou-se a regeneração 
do nervo periférico recorrendo a tubos-guia de PVA, PVA com polipirrol, PVA 
com CNTs e PVA com CNTs em associação com aplicação local de MSCs 
isoladas da geleia de Wharton do tecido do cordão umbilical. Os resultados 
deste estudo encontram-se descritos no artigo científico: 
Ribeiro J, Pereira T, Caseiro AR, Armada-da-Silva P, Pires I, Prada J, 
Amorim I, Amao S, França M, Gonçalves C, Lopes M A, Satos JD, Silva DM, 
Geuna S, Luís AL, Maurício AC (2015). Evaluation of biodegradable electric 
conductive tube-guides and mesenchymal stem cells. World journal of stem 
cells, 7(6), 956. 
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2.3. Outras aplicações do PVA – Cell therapy with human MSCs isolated 
from the umbilical cord Wharton Jelly associated to a PVA Membrane 
in the treatment of chronic wounds. 
 
Durante o período em que decorreram os estudos no âmbito deste 
Doutoramento, foi mantida a atividade clínica na área da cirurgia de animais de 
companhia no UPVet – Hospital Veterinário da Universidade do Porto. No 
decurso dessa atividade clínica surgiram 2 casos clínicos de cães, que 
considerámos potencialmente benéfica a utilização do PVA assim como da 
aplicação de MSCs, em feridas crónicas. Esse trabalho clínico resultou no 
seguinte artigo científico: 
Ribeiro J, Pereira T, Amorim I, Caseiro AR, Lopes M.A, Lima J, Gartner A, 
Santos JD, Bártolo PJ, Rodrigues JM, Maurício AC, Luís AL (2014). Cell 
therapy with human MSCs isolated from the umbilical cord Wharton jelly 
associated to a PVA membrane in the treatment of chronic skin 
wounds. International Journal of Medical Sciences, 11(10), 979. 
Outros casos foram igualmente realizados, no entanto encontram-se em 
fase de avaliação, pelo que se decidiu não os incluir nesta dissertação. 
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Capítulo IV – Discussão, conclusões e perspetivas futuras 
 
As lesões de nervo periférico ocorrem frequentemente no Homem com 
consequências dramáticas (Whitlock, Tuffaha et al. 2009, Schmitte, Tipold et al. 
2010). Nas outras espécies, em particular em animais de companhia, as lesões 
de nervo periférico resultam de fraturas ósseas, com compressão ou 
seccionamento nervoso ou avulsões traumáticas dos plexos nervosos, 
especialmente o plexo braquial.  
Apesar do constante desenvolvimento de diferentes técnicas de 
microcirurgia para reparação do nervo periférico, a recuperação é 
frequentemente insatisfatória, especialmente em lesões de neurotmese com 
perda de massa nervosa, resultando um afastamento dos topos nervosos. 
Nestes casos, a restrição à utilização de técnicas de microcirurgia cujos 
resultados estão já maximizados, é ainda limitante, para a recuperação 
funcional, pelo que nos últimos anos, quer do ponto de vista da aplicação 
clínica quer do ponto de vista da investigação, este problema tem sido 
abordado de uma forma multidisciplinar, envolvendo áreas como a medicina 
humana, medicina veterinária, engenharia, fisiologia, biologia, bioquímica, 
fisioterapia ou farmacologia (Geuna, Gnavi et al. 2013). 
A medicina regenerativa surge assim cada vez mais como centro de uma 
multiplicidade de ramos de investigação (Geuna, Gnavi et al. 2013). Os 
trabalhos desenvolvidos no âmbito desta tese de Doutoramento procuraram dar 
algum contributo para a melhoria da compreensão, mas fundamentalmente na 
procura de novas soluções que melhorem a regeneração do nervo periférico. 
Assim procurou-se desenvolver membranas e tubos-guia para serem aplicados 
em lesões nervosas e associar estes biomateriais a sistemas celulares que 
potenciem a regeneração celular.  
Este trabalho focou-se no desenvolvimento de tubos-guia 
electrocondutores cujo material base é o poli (álcool vinílico) (PVA), e a sua 
condutividade eléctrica foi melhorada através da incorporação de diversos 
agentes. Numa segunda fase, estes tubos foram aplicados em lesões sub-
criticas (lesões de axonotmese). Na terceira fase dos trabalhos experimentais 
testou-se o desempenho deste biomaterial em lesões críticas (lesões de 
ENGENHARIA DE TECIDOS APLICADOS À REGENERAÇÃO DO NERVO PERIFÉRICO 
JORGE RUI MARQUES RIBEIRO | ICBAS-UP 
 
Pá
gi
na
25
4 
neurotmese) assim como a associação destes biomateriais a terapias celulares 
(aplicação de MSCs isoladas da geleia de Wharton) para verificar o seu 
impacto na regeneração de nervo periférico.  
A escolha do PVA prendeu-se com o facto de ser um material 
biodegradável, suave, permeável, capaz de formar interfaces com tecidos vivos 
(Kobayashi and Hyu 2010), biocompatível (Alexandre, Ribeiro et al. 2014) e 
apresenta ainda a possibilidade de poder ser combinado com diversas 
moléculas que aumentam a sua condutividade, tendo sido testadas nos nossos 
trabalhos in vitro, o polipirrol, nanotubos de carbono, nitrato de prata e cloreto 
de magnésio em diferentes concentrações. Estas características levaram-nos a 
testar este biomaterial, apesar de ser um material não absorvível. 
 Dados os resultados de condutividade obtidos nos testes in vitro, foram 
selecionados para implantação nos modelos animais de axonotmese e de 
neurotmese, o PVA sem qualquer tipo de combinação molecular, o PVA 
associado ao polipirrol (à concentração de 0,05%) e o PVA associado a 
nanotubos de carbono (Multiwall carbon nanotubes – MWCNTs - à 
concentração de 0,05%). 
O início do estudo consistiu na produção de tubos-guia e membranas de 
PVA, cujas características físicas tornassem possível a sua aplicação em nervo 
periférico, especialmente em termos de resistência e suturabilidade. 
A biocompatibilidade do biomaterial tinha já sido testada em trabalhos 
prévios realizados pelo nosso grupo de investigação (Alexandre, Ribeiro et al. 
2014) onde verificamos que o biomaterial é apenas ligeiramente irritante para 
os tecidos adjacentes de acordo com a Norma ISO 10993-6 (Anexo E).  
A terceira fase do estudo passou pelo estudo in vitro do PVA e as suas 
associações a diferentes moléculas eletrocondutoras, onde se concluiu que a 
associação ao polipirrol (PPy) e com CNTs aumentou significativamente a 
condutibilidade elétrica dos tubos-guia em todas as concentrações testadas. 
Este estudo também demonstrou o comportamento hidrofílico de todos os 
tubos, embora o PVA associado com o polipirrol fosse ligeiramente mais 
hidrofóbico que os outros tubos testados. Os tubos-guia de PVA associados 
aos CNTs mostraram uma topografia mais rugosa relativamente aos outros, o 
que é uma característica benéfica para a associação de sistemas celulares, por 
aumentar a adesão e expansão celular. Esta associação tornou também estes 
ENGENHARIA DE TECIDOS APLICADOS À REGENERAÇÃO DO NERVO PERIFÉRICO 
JORGE RUI MARQUES RIBEIRO | ICBAS-UP 
 
Pá
gi
na
25
5 
tubos-guia menos rígidos. Ainda de acordo com os resultados obtidos 
utilizando a técnica de epifluorescência, concluiu-se que os três biomateriais 
escolhidos para testagem in vivo PVA, PVA com CNTs (0,05%) e PVA com 
PPy (0,05%) são substratos viáveis para a expansão e sobrevivência de MSCs 
isoladas da geleia de Wharton do cordão umbilical, pois o processo de 
apoptose destas células não foi iniciado na presença de nenhum dos três 
biomateriais testados. 
O passo seguinte foi a testagem in vivo dos biomateriais escolhidos e sua 
aplicação em lesões axonotmese de nervo periférico, sendo utilizado o rato 
como modelo animal experimental, inicialmente descrito por Varejão e 
colaboradores (Varejão ASP 2004), tendo sido realizado o seguimento 
funcional durante um período de 12 semanas pós-cirúrgicas, recorrendo-se à 
medição do WRL, EPT, SFI e SSI, à avaliação cinemática no final das 12 
semanas imediatamente antes do abate dos animais para realização de 
histomorfometria do nervo e do músculo tibialis anterior assim como análise 
histológica de órgãos internos após eutanásia dos animais. 
A histologia dos órgãos internos é no caso da utilização de CNTs 
importante, pois revela a ausência de resíduos resultantes do biomaterial nos 
órgãos internos quando utilizados à concentração de 0,05%, provando-se não 
ser danosas para o organismo. 
Nos trabalhos experimentais em que realizamos lesões de axonotmese, a 
histomorfologia do músculo tibialis anterior demonstrou que nos grupos em que 
foram aplicadas membranas de PVA-PPY e PVA-CNTs houve um aumento 
médio de 9% e 19% nos tamanhos da área das fibras musculares e de 5% e 
10% do diâmetro mínimo de Feret, respetivamente, em comparação com o 
grupo controlo. Este facto é de extrema importância, pois nas lesões de nervo 
periférico, um dos fatores que condiciona de sobremaneira a recuperação 
funcional é a atrofia muscular que rapidamente se instala em lesões de 
motoneurónio inferior.  
A histomorfometria do nervo periférico regenerado permite comparar o 
número de fibras mielinizadas, o diâmetro axonal, a espessura de mielina e o 
cálculo do rácio-g permite apreciar a maturação das fibras mielinizadas. O 
estudo destas variáveis permitiu verificar que o número de fibras mielinizadas 
em todos os grupos não apresentava diferenças estatisticamente significativas, 
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no entanto o grupo PVA-CNTs apresentava uma maior espessura da camada 
de mielina e um rácio-g inferior, o que demonstra uma melhor maturação das 
fibras mielinizadas, facto que é também suportado pelos melhores resultados 
deste grupo nos estudos da cinemática.  
No estudo de axonotmese ficou então demonstrado o efeito positivo da 
utilização de membranas com maior condutibilidade elétrica (PVA-PPy, mas 
principalmente PVA-CNTs) que pode ser explicado pelo fenómeno de sprouting 
que acelerando e melhorando o processo de recuperação, permite além da 
recuperação histológica das fibras nervosas, uma menor diminuição da atrofia 
muscular, fundamental para a recuperação funcional.    
Este estudo demonstrou que a utilização de tubos-guia eletrocondutores é 
uma via de investigação promissora e que a utilização de CNTs a 0,05% 
associado ao PVA é biocompatível. Tais conclusões conduziram a que fosse 
escolhido o PVA-CNTs como biomaterial de eleição para associar a MSCs no 
estudo subsequente em lesões de neurotmese. 
No estudo em lesões de neurotmese foram aplicadas as mesmas 
metodologias que no estudo de lesões de axonotmese, sendo o tempo de 
seguimento pós-cirúrgico de 20 semanas. Foram estudadas grupos em que se 
aplicou tubos-guia de PVA, PVA-PPy, PVA-CNTs, PVA-CNTs-MSCs e grupos 
controlo de sutura topo-a-topo e autoenxerto. Nestes grupos, não houve 
diferenças estatisticamente significativas nos testes funcionais EPT, WRL e o 
SFI não foi possível calcular devido à autotomia em todos os grupos. No 
entanto nos grupos PVA-PPy e PVA-CNTs-MSCs apresentaram melhores 
resultados de SSI relativamente ao grupo de autoenxerto, apesar de não se 
verificar em nenhum dos grupos melhoria da velocidade de recuperação ao 
nível dos testes funcionais.   
Na análise cinemática da articulação do tornozelo não houve diferenças 
estatisticamente significativas entre grupos nos tempos IC, OT e HR, mas no 
tempo TO, o grupo PVA-CNTs-MSCs apresentava ângulos menos agudos que 
os outros grupos experimentais o que pode sugerir uma melhoria na função 
muscular dos músculos implicados na articulação do tornozelo, envolvidos na 
fase de saída da parte distal do pé.  
No estudo morfométrico do músculo verificou-se que os grupos PVA-CNTs 
e PVA-PPy em termos de tamanho médio das fibras musculares e de diâmetro 
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mínimo de Feret, apresentaram valores superiores de mais 42% e 21% e de 
25% e 13% respetivamente, quando comparados com os valores do grupo com 
autoenxerto, embora ainda menores que o músculo normal. Os grupos de PVA 
e PVA-CNTs-MSCs não mostraram benefícios em comparação com o 
autoenxerto na avaliação da atrofia muscular, sendo que este último grupo 
além da atrofia muscular foi detetada considerável necrose associada ao atraso 
da regeneração muscular, resultado não correlacionável com os resultados de 
SSI e da análise cinemática. 
A histomorfometria do nervo demonstrou regeneração das fibras nervosas 
em todos os grupos com densidades de fibras nervosas semelhantes em todos 
os grupos, embora quando comparados com nervo sem lesão todos os grupos 
apresentaram axónios menores, bainhas de mielina mais finas e 
microfasciculação. O grupo PVA-PPy apresentou diâmetro axonal maior que 
todos os outros grupos e o grupo PVA-CNTs-CNTs apresentou maior 
espessura da bainha de mielina. Estes resultados podem ser explicados no 
caso do PVA-PPy pelo facto de o tubo-guia ser eletrocondutor aumentar a 
orientação das fibras ao longo de espaço entre os topos nervosos e no caso do 
PVA-CNTs-MSCs, o aumento da bainha de mielina (revelado pelos valores M, 
M/d e D/d na estereologia, semelhantes aos grupos controlo de sutura topo-a-
topo e de autoenxerto) pode ser explicado pelo efeito sinergístico que as 
células estaminais têm e pelo fatores neurotróficos que produzem, aumentando 
os efeitos nas células de Schwann e o processo de mielinização (Lu, Jones et 
al. 2005, Caplan and Dennis 2006, Zhang, Zhang et al. 2009, Ankrum and Karp 
2010, Bonfield, Nolan Koloze et al. 2010, F Azari, Mathias et al. 2010, Joyce, 
Annett et al. 2010, Meyerrose, Olson et al. 2010, Shen, Duan et al. 2010, 
Cheng, Duan et al. 2011, Ladak, Olson et al. 2011, Liu, Cheng et al. 2011, 
Lopatina, Kalinina et al. 2011, Gartner, Pereira et al. 2012,        , Pereira et 
al. 2013). 
A recuperação funcional nas lesões de nervo periférico é, apesar dos 
diversos avanços técnicos e tecnológicos, ainda uma área de investigação com 
grande margem de progressão em diversos campos de investigação, pois 
apesar das melhorias obtidas, o resultado final é ainda insatisfatório. 
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A melhoria da recuperação funcional passará pela multidisciplinaridade e 
combinação de forma sinergística dos efeitos benéficos de diversas 
terapêuticas.   
O desenvolvimento de biomateriais eletrocondutores na produção de tubos-
guia parece ser uma janela no futuro do desenvolvimento da regeneração do 
nervo periférico (Al-Majed AA 2000a, Al-Majed AA 2000b, Brushart TM 2002, 
Brushart T M 2005, Chronakis, Grapenson et al. 2006, Willand, Nguyen et al. 
2015). Associado a este tipo de biomateriais aparece a estimulação elétrica dos 
nervos lesados, que em alguns estudos foi demonstrado que a aplicação de 
estímulos elétricos por breves períodos foi associada a um menor tempo de 
regeneração (Al-Majed AA 2000a, Al-Majed AA 2000b, Brushart TM 2002, 
Brushart T M 2005, Chronakis, Grapenson et al. 2006, Willand, Nguyen et al. 
2015). Este parece ser um ponto fulcral na regeneração do nervo periférico. A 
diminuição do tempo de regeneração é de extrema importância, pois diminui na 
fase inicial da regeneração axonal, os fenómenos de degenerescência e a 
aceleração da regeneração diminui também a atrofia muscular, sendo este 
último ponto determinante para a recuperação funcional. 
No mesmo sentido, quer o exercício voluntário quer a fisioterapia, parecem 
estimular o crescimento axonal (Sabatier, Redmon et al. 2008, Bischoff, 
Grosheva et al. 2009, Deumens, Bozkurt et al. 2010), embora o mecanismo 
que medeia este efeito esteja ainda mal esclarecido. 
A utilização de células estaminais de diversas origens assim como de 
células diferenciadas a partir de células estaminais são uma arma terapêutica 
muito promissora dada a sua capacidade de diferenciação, mas sobretudo 
pelos efeitos parácrinos que apresentam, e que estão ainda longe de ser 
maximizados (Alhadlaq and Mao 2004, Kingham, Kalbermatten et al. 2007, 
Cho, Jang et al. 2010, Mantovani, Mahay et al. 2010). Tem também de ser 
realçada a possibilidade de aplicação destas terapêuticas noutros tecidos como 
os que foram realizados em simultâneo, durante os trabalhos que conduziram a 
este Doutoramento em lesões crónicas de pele, onde foram aplicadas MSCs e 
recobertas com uma membrana de PVA, com resultados bastante promissores. 
O futuro da investigação passará obrigatoriamente pelo desenvolvimento 
dos efeitos da aplicação de MSCs, pelo desenvolvimento de novos biomateriais 
absorvíveis, eletrocondutores como as membranas piezoelétricas que se 
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encontram já em fase de testagem in vivo, pelo nosso grupo de investigação e 
pela terapia genética. O nosso grupo de trabalho encontra-se neste momento a 
testar membranas piezoelétricas em ratos, a isolar e multiplicar in vitro diversas 
linhagens de MSCs de diferentes espécies (como por exemplo, canideos, 
felídeos, ovinos) e de diferentes origens (cordão umbilical, polpa dentária, entre 
outras), sendo estas áreas de investigação extremamente promissoras, no 
sentido de aplicação clínica autóloga e alogénica.   
Os estudos efetuados no âmbito deste Doutoramento visaram estudar 
fundamentalmente os efeitos de membranas e tubos-guia com capacidade 
eletrocondutora e os seus efeitos na regeneração de nervo periférico em lesões 
de axonotmese e de neurotmese e visaram estudar a sua biocompatibilidade e 
citocompatibilidade, com os tecidos onde seriam aplicadas e com as células 
estaminais que foram aplicadas concomitantemente. Pretendeu-se ainda 
estudar os efeitos destas células e os efeitos sinergísticos obtidos entre estas 
células e os biomateriais aplicados. Considera-se que estes estudos abrem 
perspetivas promissoras nestas áreas de investigação. 
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